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Nota aclaratoria 
 
El presente trabajo de investigación ha sido desarrollado gracias a la concesión de 
una beca de investigación predoctoral del Programa Nacional de Formación de 
Profesorado Universitario (FPU) del Ministerio de Educación y Ciencia (AP2002-
3116. Resolución 2002-12-31) renovada durante un total de cuatro años (31/12/2002 a 
31/12/2006).  
 
Durante este periodo se ha llevado a cabo un estudio clínico en el que se han 
evaluado los cambios gingivales asociados al embarazo desde un punto de vista clínico 
e inmunológico. La idea general parte de la búsqueda de una situación clínica real que 
permita analizar en un periodo de tiempo limitado el efecto de ciertas hormonas 
(progesterona y estradiol) en el periodonto (“Cambios gingivales asociados al 
embarazo. Influencia de las variaciones hormonales en los parámetros clínicos e 
inmunológicos”). 
 
De forma adicional y como beneficio complementario al Programa de la Beca 
Predoctoral FPU se realizó una estancia de tres meses de duración en el Departamento 
de Periodoncia del King´s College London Dental Institute (King´s College Dental 
Hospital. Denmark Hill. London SE5 9RW. Reino Unido), durante el cual se desarrolló 
una línea de investigación basada en los resultados preliminares obtenidos en el estudio 
clínico. 
 
 Por ello, se empleó el potencial efecto beneficioso de un tipo de fitohormonas, los 
fitoestrógenos, por ser componentes similares a los estrógenos,  pero sin presentar sus 
conocidos efectos adversos (caracteres sexuales secundarios). El resultado de esta idea 
es un estudio in vitro obtenido tras la aplicación de una metodología puesta a punto por 
el grupo de la Dra. Soory (Guy´s Hospital), y que aparece desarrollada  en la segunda 
parte del presente documento (“Oxidant / antioxidant interactions of nicotine, 
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2. Enfermedades gingivales. 
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1.1. Recuerdo fisiológico del ciclo genital femenino 
(Cunningham et al. 2007, González-Merlo et al. 2006, Mealey et al. 2003, Usandizaga 
& de la Fuente 2005) 
 
Se entiende por ciclo genital femenino a la serie de fenómenos 
anatomofisiológicos que, desde la pubertad hasta la menopausia, aparecen de forma 
periódica y regular en el organismo de la mujer, muy especialmente en su aparato 
genital. Este proceso se repite de forma regular durante toda la etapa de madurez sexual, 
estando regido por estructuras superiores en el hipotálamo y la hipófisis.  
 
El fenómeno fundamental del ciclo es la ovulación, que tiene lugar en el ovario, y 
que tiene una función doble: liberar células germinales capaces de ser fecundadas y 
secretar hormonas que van a tener una amplia repercusión en todo el organismo. 
 
La formación de los estrógenos en los ovarios comienza entre la octava y la 
décima semana de gestación del feto y las oogonias se transforman en oocitos primarios 
entre las semanas diez y once. Un número finito de estas células germinales se 
concentra en el ovario con un máximo de siete millones de oocitos entre el quinto y el 
sexto mes de gestación. Posteriormente, a través del proceso de atresia, las células 
germinales decrecen en número hasta alcanzar el millón de folículos primordiales 
conteniendo un único óvulo cada uno en el momento del nacimiento. La mayoría de 
estos folículos no alcanzan su desarrollo, llegando a la pubertad unos 400.000. Será en 
este momento cuando la maduración final de estas células comience. 
 
El ciclo ovárico puede ser dividido en dos fases: fase de maduración folicular y 
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1.1.1. Fase de maduración folicular. 
 
El primer signo del inicio del desarrollo folicular es la transformación de las 
células planas que rodean al oocito en el folículo primordial primario en células cúbicas, 
que proliferarán para dar lugar a un estrato denominado membrana granulosa. Por fuera 
de esta membrana, las células del estroma ovárico inician un proceso de diferenciación 
aumentando su volumen y vascularización para formar la teca interna. Esta estructura se 
denomina folículo primario o preantral.  
 
Entre las células de la granulosa comienzan a aparecer pequeñas vacuolas, que al 
confluir, pasan a formar una cavidad llena de líquido transparente denominada antro 
folicular o cavidad antral, pasando a ser folículos secundarios o antrales. 
 
La mayoría de estos folículos van a sufrir un proceso degenerativo e involutivo, 
de tal manera que sólo uno de los folículos continúa su crecimiento para convertirse en 
el folículo dominante. Éste, agranda aun más su cavidad antral y va aproximándose a la 
superficie del ovario. Al final de su desarrollo alcanza un diámetro de 16 a 22 mm 
pasando a denominarse folículo maduro, terciario, de De Graaf o folículo 
preovulatorio. 
 
Todo este proceso dura aproximadamente dos semanas. A partir de este momento, 
se inician una serie de cambios que conducen a la ovulación. Se produce un 
despegamiento y salida del oocito de su zona de anclaje al folículo mediante la rotura 
folicular en su zona más prominente (estigma). Esto permite al oocito continuar su 
meiosis dando lugar a la formación de dos células: el oocito II y el primer corpúsculo 
polar. 
 
Tras la ovulación se produce el colapso de la cavidad folicular, que se arruga y 
repliega apareciendo abundantes focos de hemorragia desde los vasos de la teca, que 
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1.1.2. Fase de cuerpo lúteo 
 
Tiene una duración más o menos constante (14±2 días) y se divide en cuatro 
fases: 
a) Proliferación: Las células de la granulosa y la teca sufren un proceso de 
diferenciación  específica y se transforman en células luteínicas. 
 
b) Vascularización: Se produce una gran proliferación de vasos invadiendo los 
espacios entre las células luteínicas. 
 
c) Florescencia: Es la fase de máxima actividad endocrina del cuerpo lúteo, que 
aparece como una glándula de 17 a 20 mm de diámetro, de color amarillento. El cúlmen 
de su actividad se alcanza al octavo día de esta fase. 
 
d) Regresión o involución: Si no se ha producido el embarazo, el cuerpo lúteo 
inicia su involución hacia el décimo día de la ovulación. Se produce una intensa 
infiltración por leucocitos y macrófagos, lo que produce una brusca liberación de 
radicales de oxígeno que, junto a otras citoquinas y factores inhibidores del crecimiento, 
lleva a una rápida involución de la glándula. Posteriormente, todo lo que era cuerpo 
lúteo queda sustituido por tejido conectivo que permanece en el ovario como una 
cicatriz fibrosa llamada el corpus albicans.  
 
e) En el caso de que se haya producido un embarazo el cuerpo lúteo  no 
involucionará. Al decimocuarto día aumenta su tamaño y su función permanece hasta 
bien entrado el tercer mes de gestación. En estas circunstancias se denomina cuerpo 
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1.1.3. Regulación neurohormomal del ciclo genital femenino 
 
El hipotálamo es el órgano central regulador del ritmo cíclico que cumple las 
funciones de “reloj biológico”. Por medio de la secreción del factor liberador de 
gonadotropina (GnRH) provoca la liberación de gonadotropinas que actúan sobre el 
ovario.  
 
Las hormonas gonadotropas son dos: la FSH u hormona estimulante de los 
folículos y la LH u hormona luteinizante. La FSH ejerce su acción sobre las células de 
la granulosa en el ovario, al mismo tiempo que estimula el crecimiento de las células 
germinales. La LH actúa sobre las células intersticiales y estromales promoviendo la 
síntesis de esteroides. A su vez, tiene una actividad fundamental en el 
desencadenamiento de la ovulación. 
 
Normalmente, el primer día de hemorragia menstrual se designa como día 1 del 
ciclo. En este momento la producción de estrógenos es baja y la producción de FSH es 
máxima. Como resultado de la acción de la FSH varios folículos inician su crecimiento, 
aumentando los niveles de estrógenos al cabo de 4 o 5 días. Durante la primera mitad 
del ciclo, la secreción de FSH disminuye, al tiempo que aumenta la producción de 
estrógenos. Esta fase estrogénica da lugar también a un aumento en la producción de 
LH y, al  parecer, desencadena los mecanismos endocrinos que dan lugar a la ovulación 
del folículo maduro en el día 14. Después de la ovulación los niveles de estrógenos 
disminuyen ligeramente durante varios días.  No es raro que en estos momentos 
aparezca una ligera hemorragia de uno o dos días de duración. 
 
En la segunda fase del ciclo aumenta con rapidez la producción de progesterona, 
cuyo efecto puede detectarse fácilmente a través de los cambios que sufre el endometrio 
en las 48 horas siguientes a la ovulación. En este punto, la secreción de LH disminuye. 
Al llegar el día 20, el nivel de estrógenos es parecido al existente antes de la ovulación y 
la progesterona se encuentra en su fase de máxima producción. A menos que se 
produzca la fecundación del ovocito y que este se implante en el endometrio, se produce 
una disminución en la secreción de estrógenos y progesterona, lo que produce una serie 









Figura 1: Representación gráficas de los cambios acontecidos durante el ciclo genital femenino 
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1.2. Recuerdo fisiológico del embarazo 
(Cunningham et al. 2007, González-Merlo et al. 2006, Mealey et al. 2003, Usandizaga 
et al. 1997) 
 
Se define el embarazo como la secuencia de eventos que ocurren normalmente 
durante la gestación de la mujer y generalmente incluyen la fecundación, el desarrollo 
embrionario, la implantación y el crecimiento fetal finalizando con el parto.  
 
La fecundación es una secuencia de fenómenos coordinados que se inicia cuando 
entran en contacto dos gametos (oocito y espermatozoide). Sucede en el tercio distal de 
la Trompa de Falopio y requiere de un proceso de capacitación. Dura aproximadamente 
24 horas y el tiempo medio durante el cual un espermatozoide posee la capacidad para 
fecundar un óvulo se estima entre 48 y 72 horas. 
 
Para que la fecundación se lleve a cabo, el espermatozoide debe penetrar en el 
citoplasma del óvulo y activar su maduración. Finalmente deberán fusionarse de forma 
correcta ambos pronúcleos (masculino y femenino), lo que conlleva que el oocito 
maduro se transforme en cigoto. 
 
Tras la fecundación se inicia el periodo de desarrollo embrionario. El cigoto, una 
célula diploide con 46 cromosomas, presenta segmentación y formación de blastómeras.  
Conforme las blastómeras siguen dividiéndose, se produce una esfera de células que 
simula una mora sólida y que recibe el nombre de mórula (16-32 células). La mórula se 
traslada a la cavidad uterina desde las Trompas de Falopio casi tres días después de la 
fecundación. Todas las blastómeras que forman el embrión se compactan y se produce 
la diferenciación celular. En este momento se dice que la mórula se ha transformado en 
blastocisto. Se forma una cavidad denominada blastocele, rodeada de una monocapa de 
células epiteliales, denominada trofoectodermo y una masa celular interna. El 
trofoectodermo contribuye a la formación de las capas trofoblásticas de la placenta, 
mientras que la masa celular interna dará lugar al embrión y a las membranas 
extraembrionarias como el alantoides y el amnios  (Fontana 2008). 
 
La implantación embrionaria es el proceso por el cual el embrión en fase de 
blastocisto se fija al endometrio materno para continuar su desarrollo. Ocurre 
Introducción 
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generalmente en el tercio medio y superior de la pared posterior del útero y se produce 
en un periodo denominado ventana de implantación. Se extiende entre los días sexto a 
décimo después de la ovulación y debe coincidir con el desarrollo embrionario en fase 
de blastocisto. Está mediado por una población de células especializadas del blastocisto, 




Figura 2: Desarrollo de un embrión pre-implantario e implantación 
 
 
El periodo de implantación engloba cuatro fases diferenciadas: 
 
• Aposición: el blastocisto humano “busca” su lugar de implantación, 
orientándose de forma específica con su masa celular interna en el polo 
en el que el trofoectodermo se va a adherir al epitelio endometrial 
superficial.  
• Adhesión: se produce el contacto directo entre el epitelio endometrial y el 
trofoectodermo del blastocisto, con lo que el embrión queda “pegado” al 
útero. Estas dos fases ocurren entre el sexto y séptimo día después de la 
fertilización. 
• Rotura de la barrera epitelial: fundamental para permitir la progresión 
del blastocisto hacia el estroma endometrial. 
• Invasión: el trofoblasto embrionario penetra en el estroma e invade los 
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Se puede comprobar que la implantación es un proceso progresivo y versátil, que 
requiere de una preparación previa por parte del endometrio que va a recibir el embrión 
y del embrión que será recibido. Por ello, se debe establecer una “comunicación 
cruzada” entre los tejidos maternos y fetales, mediada a través de citoquinas, células 
natural killer (NK) y células T reguladoras (Fontana, 2008). 
 
 
Figura 3: Fases de la implantación 
 
A los 7,5 días de desarrollo el blastocisto ya ha realizado su implantación inicial 
en el endometrio y la masa celular interna conocida como disco embrionario se 
diferencia en el ectodermo primario y el endodermo. Algunas células aparecen entre el 
disco embrionario y el trofoblasto y cierran un espacio que se convertirá en la cavidad 
amniótica. 
 
El mesénquima embrionario aparece por primera vez como un conjunto de células 
aisladas dentro de la cavidad del blastocisto. Cuando la cavidad está completamente 
recubierta por mesodermo se denomina vesícula coriónica y su membrana, ahora 
llamada corion, está constituida por células del trofoblasto y mesénquima. Las células 
mesenquimatosas dentro de la cavidad son las más numerosas y en un momento dado se 
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condensarán para formar el pedículo corporal, que sirve para unir el embrión al corion y 
luego se transforma en el cordón umbilical.  
 
Al término de la cuarta semana el embrión mide de 4 a 5mm de longitud y la 
diferenciación del corazón primitivo ya ha comenzado. Tras la sexta semana, el embrión 
mide de 22 a 24 mm de longitud y el corazón ya se ha formado por completo.  
 
La diferenciación entre el periodo embrionario y fetal se determina de forma 
arbritaria como presente a las ocho semanas tras la fecundación o a las 10 tras el último 
periodo menstrual. Para entonces, el embrión o feto ya tiene casi 4cm de longitud. La 
mayor parte del desarrollo pulmonar está aun por ocurrir, pero la mayor parte de las 
estructuras corporales importantes ya se han formado. 
 
El periodo fetal es el comprendido desde el comienzo del tercer mes hasta el final 
de la vida intrauterina y se caracteriza por un crecimiento rápido del cuerpo, siendo más 
lento el desarrollo de la cabeza. Durante este periodo aumenta considerablemente el 
tamaño y el volumen fetal. Hacia el final de la primera mitad de la vida intrauterian, el 
feto aumenta rápidamente de longitud, mientras que el peso fetal es de sólo 500g, 
Figura 4: Etapas de Carnegies 
Introducción 
 
Cambios gingivales asociados al embarazo 
 
30 
siendo en la segunda mitad de la vida intrauterina cuando el aumento de peso es más 
rápido. En la décima semana, la longitud máxima se duplica hasta los 60 mm. 
 
Alrededor de los noventa días, el feto mide ya 90mm y pueden detectarse 
movimientos máxilares rítmicos y de deglución. Durante el segundo trimestre se 
alcanza la mitad de la longitud máxima del neonato. Tiene un aspecto arrugado por la 
falta de tejido conectivo subyacente y la madre puede percibir los movimientos fetales. 
 
Durante el tercer trimeste, el contorno corporal se redondea gracias al depósito de 
grasa subcutánea y la piel deja de estar arrugada. Por lo general, los testículos entran en 
el escroto. Cerca del término, los movimientos oculares y fetales, la posición, los 
movimientos respiratorios y el pulso cardíaco se utilizan como marcadores de bienestar 
fetal. 
 
Se han empleado varios términos para definir la duración del embarazo, 
• La edad gestacional o menstrual, que corresponde al tiempo transcurrido 
desde el primer día de la última menstruación, momento que, en realidad, 
precede a la concepción. Este término es el más empleado, puesto que casi 
todas las mujeres conocen la fecha de su último periodo menstrual. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que es una fecha que suele ser dos 
semanas anterior a la  ovulación y a la fecundación. 
• La edad ovulatoria, o tiempo transcurrido a partir de la ovulación. En los 
últimos tiempos este término está siendo más empleado debido al uso 
creciente de los tratamientos para la infertilidad que permiten saber con 
exactitud el momento de la ovulación. 
 
En promedio transcurren casi 280 días o 40 semanas entre el primer día del 
último periodo menstrual y el nacimiento del feto, lo que corresponde a 9,33 meses 
de calendario o 10 unidades de 28 días cada una. El periodo de gestación también 
puede dividirse en tres unidades de tres meses cada una (13 semanas) o tres 
trimestres, debido a que se pueden designar importantes puntos de referencia 
obstétricos de manera conveniente. Por ejemplo, la posibilidad de aborto espontáneo 
se limita principalmente al primer trimestre, en tanto que la supervivencia del 
lactante aumenta mucho en embarazos que alcanzan el tercer trimestre. 
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1.2.1. Cambios maternos durante el embarazo 
 
El embarazo representa un estado especial en el que todos los órganos se ven 
alterados para facilitar el desarrollo del feto sin comprometer la salud materna. Es 
además una situación biológica particular por tratarse de un acontecimiento que ocurre 
durante un periodo limitado de tiempo.  
 
Desde un punto de vista endocrino, el embarazo es una situación caracterizada por 
la elevación de los niveles circulantes de progesterona y estradiol. El cuerpo lúteo del 
embarazo secreta estrógenos y progesterona hasta el cuarto mes del embarazo en 
cantidades sólo ligeramente superiores a las que se producen después de la ovulación y 
en la segunda mitad del ciclo menstrual. Sin embargo, a partir del sexagésimo día de 
gestación, la placenta se convierte en el principal productor de estas hormonas, aunque 
nunca llega a ser un órgano endocrino autónomo, ya que los esteroides producidos por 
ella proceden de precursores de esteroides que ingresan a través de la sangre materna o 
fetal. Estos niveles hormonales elevados durante el embarazo, junto con alteraciones 
mecánicas y bioquímicas, se traducen en cambios a distintos niveles del organismo 
materno (Usandizaga et al. 2005): 
 
a) Adaptación cardiovascular 
Las alteraciones en el sistema cardiovascular durante el embarazo se consideran el 
ejemplo más palpable de los cambios producidos por la gestación en los órganos 
maternos. 
 
El volumen sanguíneo total y el volumen plasmático crecen linealmente durante la 
gestación y alcanzan alrededor de la semana 28-32 valores un 40% superiores a los 
previos a la gestación, lo que implica una ganancia total de líquidos de 
aproximadamente 6000-8000 ml. A pesar del sustancial aumento de la volemia, la 
gestante no se hace hipertensa, debido a que disminuye la resistencia vascular periférica 
durante las fases de mayor incremento de la volemia. 
 
Por otro lado, la hipervolemia origina un aumento del gasto cardíaco y una  
disminución del hematocrito (15-20%) durante los dos primeros trimestres del 
embarazo, conocida como anemia fisiológica del embarazo.  
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 b) Adaptación pulmonar 
Los cambios pulmonares durante la gestación evolucionan de forma compleja. El 
volumen respiratorio circulante aumenta gradualmente (35-50%) y la capacidad 
pulmonar total se reduce (4-5%) por la elevación del diafragma, aunque se compensa 
con el aumento de las dimensiones torácicas.  La capacidad residual funcional, el 
volumen residual y el volumen de reserva respiratorio decrecen un 20%. Estos hechos 
condicionan un aumento de la ventilación alveolar (65%) durante el embarazo. Además, 
la capacidad inspiratoria aumenta (5-10%), alcanzando el máximo a las 22-24 semanas. 
 
c) Adaptación del aparato digestivo 
El efecto predominante de la gestación sobre los órganos gastrointestinales está 
vinculado a los efectos de la progesterona sobre la actividad del músculo liso. El reflujo 
esofágico y la pirosis, que son las molestias más frecuentes, se deben tanto a la 
relajación mediada por las hormonas como a la compresión del útero en sentido craneal. 
 
d) Adaptación del aparato urinario 
Los cambios en el aparato urinario están mediados por la acción de las hormonas 
placentarias y por los ajustes cardiovasculares que acontecen y se caracterizan por un 
incremento del flujo sanguíneo renal y la tasa de filtración glomerular (40%). A pesar 
de ello, no se produce un incremento de la diuresis, aunque la disminución en la eficacia 
del esfínter uretral, junto con la compresión uterina, pueden provocar cierta 
incontinencia urinaria según aumenta la gestación.  
 
e) Otros cambios:  
Aparecen cambios músculo-esqueléticos (lordosis progresiva), metabólicos 
(incremento del peso, de las necesidades calóricas, alteración del metabolismo hídrico, 
proteíco, lipídico, hidrocarbonado), hematológicos (incremento en la eritropoyesis, 
ligeras elevaciones de los leucocitos, acortamiento de la supervivencia de las plaquetas, 
disminución de la actividad fibrinolítica), en los tegumentos (incremento en la actividad 
melanocítica, estímulo del crecimiento de los folículos pilosos y aparición de estrías) y 
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1.2.2. Inmunología materno-fetal 
 
Uno de los principales interrogantes de la reproducción es por qué, siendo el 
embrión genética e inmunológicamente diferente de la madre, no es rechazado por ésta, 
especialmente cuando se ha comprobado que durante el embarazo tanto la inmunidad 
humoral como la celular de la gestante son normales. Además, se ha demostrado que el 
embrión de un animal transplantado al útero de otro animal de distinta especie es 
rechazado. Por lo tanto, no es cierto, como se había afirmado anteriormente, que el útero 
sea un espacio inmunológicamente privilegiado (González-Merlo et al. 2006).  
 
Actualmente se acepta que una de las acciones biológicas más importantes del 
trofoblasto es evitar el rechazo del embrión y del feto por la madre. Los mecanismos de 
tolerancia inmunológica asociados a la interfase materno-fetal son diversos, entre ellos 
se encuentra: 
a) La expresión de moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH) no clásicas, Clase I, HLA-G,  por parte de las 
células del trofoblasto. La ausencia de antígenos del CMH clásicos impide la 
presentación antigénica a los linfocitos T y las respuestas inmunes celulares 
citotóxicas. Por otro lado, el HLA-G presenta péptidos que activan 
específicamente receptores inhibidores de las células natural killer (Iglesias  et 
al. 2002, Gutiérrez et al. 2006). 
b) La secreción local de factores solubles, incluyendo hormonas y 
citoquinas con un perfil Th2, con expresión de interleuquinas 4 (IL-4), IL-6, IL-
10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), fenotípicamente 
inmunosupresor. Por otro lado, el trofoblasto fetal expresa receptores de baja 
afinidad para las citoquinas relacionadas con un perfil Th1 (IL-2, factor de 
necrosis tumoral α (TNF-α), interferón γ) (Gutiérrez et al. 2006). 
 
Estas desviaciones inmunológicas, al no ser sólo locales, pueden tener 
implicaciones sistémicas en la madre, haciéndolas más susceptibles a procesos 
infecciosos, autoimunes o alérgicos, sobre todo si existen factores predisponentes 
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1.3. HORMONAS SEXUALES FEMENINAS 
 
1.3.1. Características generales. 
 
Se denominan hormonas sexuales  a las producidas por el ovario (o el testículo) y 
cuyas acciones se manifiestan en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y 
en el proceso de la reproducción. Pertenecen a una subclase de lípidos denominados 
genéricamente esteroides, que se caracterizan por tener una estructura básica común: el 
ciclopentanoperhidrofenantreno, que está formado por tres anillos bencénicos (A, B, C), 
constituidos cada uno por seis átomos de carbono y un anillo ciclopentano (D), formado 
por cinco átomos de carbono. 
 
Existen tres grandes grupos de esteroides sexuales, que se diferencian entre sí por 
poseer cada uno un número específico de átomos de carbono:  
• Con 18 átomos de carbono: el estrano, del cual derivan los estrógenos. 
• Con 19 átomos de carbono: el androstano, del que derivan los andrógenos. 

















Figura 6: Representación gráfica del 
estrano 
Figura 5: Representación gráfica del testano 









La denominación dada a estas hormonas procede de su capacidad para provocar el 
estro o período de celo en las hembras de los mamíferos. Además de los 18 átomos de 
carbono, poseen un anillo aromático (tres dobles enlaces) en el anillo A y un grupo 
hidroxilo en C-3. 
 
Los estrógenos más importantes fisológicamente producidos en el ovario son el 
estradiol y la estrona. Existe un tercer estrógeno natural, el estriol, de muy baja potencia 
como estrógeno, pero de elevada producción en caso de embarazo. 
 
El estradiol es el estrógeno que secreta el ovario en mayor cantidad y el de mayor 
potencia biológica. La producción diaria de estradiol varía según la fase del ciclo 
ovárico, con cifras de 30 a 50 µg/día (70-100pg/ml) en la fase folicular precoz, 300 a 
500 µg/día (220-400pg/ml) en la fase preovulatoria y 200 a 350 µg/día (150-250pg/ml)  
en la fase lútea. Tan ínfimas cantidades dan idea de su extremada potencia biológica, 
sobre todo al considerar que sólo una pequeña cantidad circula libre en sangre. 
 
En la biosíntesis de los estrógenos durante el embarazo intervienen la madre, el 
feto y la placenta. La madre y el feto actúan como fuentes de precursores y la placenta 
es el órgano responsable de convertirlos en estrógenos. Los niveles de estrógenos 
maternos a lo largo del embarazo alcanzarán unas concentraciones treinta veces 
superiores a las que se encuentran en la fase lútea. 
 
La estrona es el principal estrógeno posmenopáusico, es menos potente que el 
estradiol y no presenta cambios cíclicos. 
 
Los estrógenos son los responsables de la aparición y mantenimiento de los 
caracteres sexuales secundarios durante la etapa puberal, del crecimiento uterino y de la 
liberación de la hormona luteinizante desde el sistema nervioso central (Soory 2000a, b) 
Además, a corto plazo, son responsables directos de todas las transformaciones cíclicas 
que tienen lugar durante la fase folicular, en especial al grosor del endometrio y al moco 
cervical. También desarrollan su acción sobre el hipotálamo, la hipófisis, tiroides y 
glándula suprarrenal. Son importantes en el mantenimiento del sistema simpático y 
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parasimpático, intervienen en el equilibrio hidrosalino (retención de sodio y agua), en el 
metabolismo del calcio y del fósforo (limitando la reabsorción ósea), en el metabolismo 
hidrocarbonado y lipídico, actúan sobre la circulación y coagulación sanguínea y 
mantienen el trofismo de la piel femenina. 
 
Los estrógenos  estimulan el metabolismo del colágeno y la angiogénesis. El 
estradiol-17β incrementa la incorporación de prolina a la molécula de colágeno mientras 


































Figura 8: Representación química del estradiol. 
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1.3.3. Gestágenos o progestágenos 
 
Los principales gestágenos producidos en el ovario son la pregnenolona y la 
progesterona. La pregnenolona es un precursor de todos los esteroides producidos en el 
ovario. 
 
La progesterona es producida en grandes cantidades por el cuerpo lúteo (25 
mg/día; 8-30 ng/ml), la corteza adrenal y la placenta. Es transportada por el plasma 
unida a albúmina y globulina. Posee una actividad biológica pequeña, lo que, unido a 
que tiene una vida media muy corta, justifica la presencia de tan grandes cantidades de 
esta hormona para ejercer su efecto. Su misión fundamental es la protección del 
embarazo en sus fases iniciales. Tiene también una acción termogénica importante, al 
producir una elevación de la temperatura en medio grado en la fase lútea del ciclo; una 
acción metabólica (retención de agua y sodio) y actuar sobre el crecimiento y el 
trofismo de la mama en colaboración con los estrógenos (Soory 2000a, b) 
 
Durante el embarazo, el 90% de la progesterona producida en la placenta pasa a la 
circulación materna y el 10% restante a la circulación fetal. Los niveles de progesterona 
a lo largo del embarazo aumentan progresivamente, alcanzando unas concentraciones 
diez veces superiores que las que se encuentran durante la fase lútea del ciclo genital. La 
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1.3.4. Utilidad de la saliva como medio diagnóstico de los niveles hormonales 
 
La saliva es una mezcla de fluidos orales entre los que se incluyen tanto las 
secreciones de las glándulas salivales mayores y menores, como otros componentes de 
origen no salivar: fluido crevicular gingival (FCG), secreciones nasales y bronquiales, 
suero y sangre derivados de lesiones intraorales y bacterias y sus productos, virus, 
hongos, células epiteliales descamadas, otros componentes celulares y restos de comida 
(Kaufman & Lamster 2002). 
 
Los dos métodos principales para recoger la saliva son (Navazesh 1993): 
• El método de drenaje, en el cual la saliva gotea desde el labio inferior. 
• El método de esputo, en el cual el sujeto escupe en el tubo de recolección.  
 
Desde que se demostrara en el año 1964 que las hormonas esteroideas están 
presentes en la saliva y se pueden cuantificar (Katz & Shannon 1964), las ventajas de 
emplear este tipo de muestra han sido descritas en variadas ocasiones (Hofman 2001, 
Kaufman & Lamster 2002, Streckfus & Bigler 2002). Entre ellas se destaca que:  
 
1. Es un método no invasivo, que permite la toma de muestras múltiples y su 
obtención en sujetos en los que por razones culturales, por edad o discapacidad 
no permiten la toma de muestras de sangre (Hofman 2001, Kaufman & Lamster 
2002, Streckfus & Bigler 2002). 
 
2. La concentración de hormonas presentes en saliva refleja la concentración de 
hormona libre en plasma, la cual se piensa que es el componente activo en 
sangre. Por tanto, los niveles de hormonas en saliva son una medición precisa de 
la cantidad de hormona activa en el cuerpo (Chatterton et al. 2005, Hofman 
2001, Kaufman & Lamster 2002, Lequin et al. 1986, Meulenberg & Hofman 
1989, Streckfus & Bigler 2002). 
 
3. Puede recogerse en diversos dispositivos que permanecen estables a temperatura 
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4. Debido a la baja concentración de antígenos en saliva, el riesgo de 
contaminación cruzada es inferior al de la sangre (Hofman 2001). 
 
Sin embargo, es también importante considerar que la saliva como método 
diagnóstico de los niveles hormonales presenta también ciertas limitaciones: 
1. Debido a que las muestras no son estériles, están sujetas a degradación 
bacteriana a lo largo del tiempo (Hofman 2001). 
 
2. La interpretación de los resultados es complicada, debido a que, aunque los 
patrones generales de variación diurnos y mensuales son paralelos a los del 
plasma, los rangos absolutos muestran variación entre los diferentes estudios 
(Hofman  2001). 
 
3. Debido a que la concentración de hormonas en sangre es superior a la de 
saliva, se sugiere un problema debido a la contaminación de la muestra de 
saliva por el sangrado gingival (Hofman 2001). 
 
A pesar de todo ello, la valoración de la relación riesgo/beneficio que presenta la 
saliva como medio para determinar la concentración de hormonas frente a la clásica 
determinación en sangre, permite considerarla como el medio diagnóstico ideal para 
determinar los niveles hormonales a lo largo de un amplio periodo de tiempo. 
 
Niveles de hormonas en saliva durante el ciclo menstrual 
 
A lo largo del ciclo menstrual las curvas que siguen las concentraciones de 
progesterona y estradiol se corresponden con los perfiles habituales encontrados en 
sangre, pero con menores valores y con picos de concentración de menor amplitud.  
(Gann et al. 2001) 
 
En el caso del estradiol, se observa una alta variación diaria, lo que determina la 
aparición de perfiles que poseen un pico pre-ovulatorio claro, pero sin ningún otro rasgo 
típico de los niveles en suero (Gann et al. 2001). Puede detectarse en saliva en 
concentraciones que representan sólo el 1-2% de las del suero, que por tanto son 
similares a las concentraciones en suero de estradiol libre, que es el que tiene capacidad 
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de difusión en la saliva. Se ha encontrado una correlación estadísticamente significativa 
entre los niveles de estradiol en saliva y los niveles de estradiol libre en suero (r=0,78) 
(Wang et al. 1986). 
 
La progesterona, en cambio, posee una clara elevación al inicio de la fase lútea, seguida 
por un pico claro en esta misma fase (Gann et al. 2001). Los niveles de progesterona en 
saliva muestran una buena correlación con los niveles en suero durante el ciclo 
menstrual (r=0,9) (Walker et al. 1979) y por tanto pueden emplearse para evaluar la 
función ovárica (Lipson & Ellison 1996, Walker et al. 1979). 
 
Si se comparan las concentraciones de progesterona y estradiol en saliva en ciclos 
que conducen al embarazo y ciclos que no, se observa que los perfiles diarios de 
progesterona no muestran diferencias hasta el día cinco, momento a partir del cual las 
concentraciones de progesterona se elevan en respuesta a la liberación de gonadotropina 
humana coriónica.  En cambio, las concentraciones de estradiol varían de forma 
estadísticamente significativa, siendo superiores en los ciclos que conducen a embarazo 
(16,8± 2,3pmol/l frente a 9,9±0,9 pmol/l en la mitad de la fase folicular) (Lipson & 
Ellison 1996).  
 
Niveles de hormonas en saliva durante el embarazo 
 
Durante el embarazo, los niveles de progesterona y estradiol en saliva reflejan los 
niveles de progesterona (r=0,88) (Meulenberg & Hofman 1989) y estradiol (r=0,98) 
(Kundu et al. 1983) libres en plasma; incluso se ha propuesto emplear los niveles de 
estradiol en saliva como método para evaluar la función de la unidad feto-placentaria 
(Kaufman & Lamster 2002) y el incremento en la proporción de estriol-progesterona en 
saliva como predictor de parto prematuro (Darne et al. 1987, Kaufman & Lamster 
2002).  
 
Por otro lado, parece que la tasa de secreción de saliva no estimulada no se ve 
afectada durante el embarazo (Grau et al. 2002). No ocurre lo mismo con la tasa de 
saliva total estimulada que es menor durante los primeros meses del embarazo, 
tendiendo a normalizarse la situación hacia el final del embarazo (Grau et al. 2002, 
López-Jornet & Bermejo-Fenoll 1996). 
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2. ENFERMEDADES GINGIVALES 
2.1. Concepto y  clasificación. 
 
Las enfermedades periodontales se definen como el conjunto de enfermedades 
que afectan a los tejidos de soporte del diente (cemento, ligamento periodontal, hueso 
alveolar y encía). Históricamente se ha realizado una distinción fundamental entre 
gingivitis y periodontitis. De esta forma, la gingivitis se define por la presencia de 
inflamación en la región marginal de la encía, sin afectar a otras estructuras del 
periodonto (Page 1986); mientras que la periodontitis se define como una enfermedad 
infecciosa que resulta en la inflamación de los tejidos de soporte del diente y pérdida 
progresiva de inserción y de hueso alveolar (Flemmig 1999). 
 
Sin embargo, no todas las patologías que afectan a la encía pueden denominarse 
gingivitis, ya que en algunas de ellas la inflamación gingival no es el rasgo 
fundamental. Por ello, en 1999 se introdujo el término “enfermedades gingivales”. Se 
emplea para caracterizar al conjunto de signos y síntomas que afectan a la encía y que 
engloba a varias entidades patológicas (Mariotti 1999). 
 
La clasificación de enfermedades gingivales que se utiliza en la actualidad es la 
introducida en el año 1999 por la Academia Americana de Periodoncia en el 
International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions. En 
ese encuentro las enfermedades gingivales fueron clasificadas en dos grandes grupos: 
inducidas por placa o no inducidas por placa (Armitage 1999) (Tabla 1). 
 
Las enfermedades gingivales inducidas por placa se definen como aquellas 
entidades patológicas iniciadas por la placa dental y restringidas a los tejidos gingivales. 
Se describen cuatro grandes subgrupos: la gingivitis asociada sólo a placa dental y las 
enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos, por medicamentos o por 
malnutrición (Tabla 1).  
 
Las lesiones gingivales no inducidas por placa conforman un grupo heterogéneo 
de entidades caracterizadas por no estar causadas por la acumulación de placa y por no 
desaparecer tras la retirada de la misma, aunque la severidad de sus manifestaciones 
clínicas suele depender de la interacción con la cantidad de placa presente. El término 
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gingivitis no puede emplearse para definirlas, ya que en estos casos la inflamación es 
secundaria a la lesión. Dentro de este grupo se encuentran las enfermedades gingivales 
de origen bacteriano, viral, fúngico y genético, las manifestaciones gingivales de 
condiciones sistémicas, las lesiones traumáticas, las reacciones a cuerpo extraño y otras 
lesiones no especificadas (Holmstrup 1999) (Tabla 1). 
 
Como se puede observar, el concepto de enfermedades gingivales engloba a un 
grupo heterogéneo de patologías. Nuestro proyecto se engloba dentro de las 
enfermedades gingivales inducidas por placa, por lo que a partir de este momento 
vamos a referirnos a ellas de forma exclusiva. 
 
A. Enfermedades gingivales inducidas por placa* 
a. Sin otros factores locales asociados. 1. Gingivitis asociada sólo a 
placa dental b. Asociada a otros factores. 
a. Asociadas con el sistema endocrino: 
a.1. Gingivitis asociada a la pubertad. 
a.2. Gingivitis asociada al ciclo menstrual. 
a.3. Asociada al embarazo: 
a.3.1. Gingivitis. 
a.3.2. Granuloma piogénico. 
a.4. Gingivitis asociada a diabetes mellitus. 
2. Enfermedades gingivales 
modificadas por factores 
sistémicos 
b. Asociadas con discrasias sanguíneas: 
b.1. Gingivitis asociada a leucemia. 
b.2. Otras. 
a. Agrandamientos gingivales. 3. Enfermedades gingivales 
modificadas por 
medicamentos. 
b. Gingivitis asociada a medicamentos: 
b.1. Asociadas a anticonceptivos orales. 
b.2. Otras. 
a. Déficit de ácido ascórbico. 4. Enfermedades gingivales 
modificadas por malnutrición b. Otras 
 
Tabla 1: Clasificación de las enfermedades gingivales inducidas por placa. International Workshop for a 
Classification of Periodontal Diseases and Conditions, 1999.  








B. Lesiones gingivales no inducidas por placa 
a. Lesiones asociadas a Neisseria gonorrhoeae. 
b. Lesiones asociadas a Treponema pallidum. 
c. Lesiones asociadas a especies de Streptococos. 




a. Infecciones por herpes virus: 
a.1. Gingivoestomatitis herpética primaria. 
a.2. Herpes oral recidivante. 
a.3. Infecciones por varicela zoster. 
2. De origen viral 
b. Otras. 
a. Infecciones por Candida: 
a.1. Candidosis gingival generalizada. 
b. Eritema gingival lineal. 
c. Histoplasmosis. 
3. De origen fúngico 
d. Otras 
a. Fibromatosis gingival herditaria. 4. De origen 
genético b. Otras 
a. Desórdenes mucocutáneos: 
Liquen plano, penfigoide, pénfigo vulgar, eritema multiforme, 




sistémicas b. Reacciones alérgicas:  
b.1. Materiales dentales: mercurio, níquel, acrílico, otros. 
b.2. Atribuibles a : pastas dentífricas, colutorios, aditivos 
de chicles, aditivos y comidas. 
b.3. Otros. 
a. Lesión química 
b. Lesión física. 
6. Lesiones 
traumáticas  
c. Lesión térmica. 
7. Reacciones a cuerpo extraño. 
8. No especificadas 
Tabla 2: Clasificación de las lesiones gingivales no inducidas por placa. 
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2.2. Criterios diagnósticos 
  
El diagnóstico de las enfermedades gingivales inducidas por placa engloba el 
estudio de los síntomas del paciente, de su historia médica y dental y la realización de 
una exploración clínica que incluye la descripción física de las lesiones, de su extensión, 
su distribución y su duración (Mariotti 1999). 
 
Las características comunes a todas las enfermedades gingivales inducidas por 
placa incluyen la presencia de signos clínicos de inflamación, signos y síntomas 
confinados a la encía, reversibilidad de la patología al eliminar el factor etiológico, la 
presencia de depósitos de placa para iniciar o exacerbar la severidad de la lesión y un 
potencial papel como precursor de la pérdida de inserción alrededor de los dientes 
(Mariotti 1999).  
 
La inflamación gingival o gingivitis se caracteriza por la presencia de contornos 
gingivales agrandados debido al edema o a la fibrosis, un cambio en la coloración 
gingival hacia un color rojo o amoratado, una elevación en la temperatura sulcular y un 
incremento en el exudado gingival. Para definir la existencia de enfermedad gingival, 
los signos clínicos de inflamación deben estar asociados con un nivel de inserción 
estable en un periodonto sin pérdida de inserción o en un periodonto sano reducido 
(Mariotti 1999). 
 
Clínicamente se registra mediante el sondaje con una sonda periodontal, siguiendo 
los criterios del índice gingival de Löe descritos en 1963. Según este índice, un valor 0 
indica ausencia de signos visuales de inflamación, 1 indica un ligero cambio en el color 
y en la textura de la encía, 2 indica que existe inflamación visual y tendencia al 
sangrado tras sondaje y 3 indica una inflamación exagerada con tendencia al sangrado 
espontáneo. También son muy empleados los índices dictómicos que determinan la 
presencia o ausencia de sangrado 15 segundos después del sondaje (Beck & Loe 1993). 
 
 Es fundamental realizar un diagnóstico diferencial correcto entre gingivitis y 
periodontitis, siendo ésta una patología irreversible que afecta a todas las estructuras de 
soporte del diente: ligamento periodontal, hueso alveolar, cemento radicular y encía. Se 
caracteriza por pérdida de inserción clínica, pérdida de hueso alveolar, formación de 
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bolsas periodontales e inflamación gingival (Flemmig 1999). A pesar de que la 
gingivitis va en paralelo con el nivel de higiene oral de la población y que parece que 
prácticamente siempre precede al desarrollo de la periodontitis, hay que tener en cuenta 
que, por si misma es una mala predictora de la actividad de enfermedad periodontal 
posterior (Albandar 2002, Haffajee et al. 1983, Hugoson & Norderyd 2008).  
 
Parámetro Encía sana Gingivitis 
Color Rosa coral (relacionado con la pigmentación 
mucocutánea). 
Coloración roja o amoratada. 
Contorno Festoneado gingival entorno a los dientes. La 
papila rellena los espacios interdentales y la 
encía marginal presenta una terminación en 
filo de cuchillo. 
Desaparece la terminación en filo 
de cuchillo y el festoneado 
gingival debido al edema, que 
convierte las papilas en bullosas. 
Consistencia Tejido firme y resiliente. Tejido friable y edematoso. 
Sangrado al sondaje Ausencia. Presencia. 
Exudado gingival Mínimo. Significativamente aumentado. 
Temperatura 34ºC Ligeramente aumentado. 














Figura 10: Encía clínicamente sana. 
Figura 11: Encía con gingivitis. 
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Se ha determinado que la gingivitis inducida por placa es la enfermedad más 
prevalente del periodonto (Oliver et al. 1998). Sin embargo, para poder obtener datos 
epidemiológicos fiables sobre su prevalencia, es necesario establecer qué criterios 
clínicos usar en los estudios epidemiológicos. Muchos de ellos han empleado el índice 
periodontal de necesidades terapeúticas comunitarias (CPITN), el cual es adecuado para 
determinar las necesidades de tratamiento, pero no para determinar los cambios en la 
prevalencia de las enfermedades periodontales (Hugoson & Norderyd 2008). Aun no 
existe un acuerdo en la literatura científica sobre este término y cada autor establece su 
propio criterio, lo que explica la variabilidad de resultados obtenidos entre los autores 
(Hugoson & Norderyd 2008). 
 
Los estudios epidemiológicos realizados en Estados Unidos muestran que la 
gingivitis aparece en la infancia, es más prevalente y severa en la adolescencia y tiende 
a remitir en los grupos de edad superiores (Burt 2005). En el I Estudio Nacional sobre la 
Salud y la Nutrición de Estados Unidos (NHANES I) (1960-62) el 85% de los hombres 
y el 79% de las mujeres poseían algún grado de gingivitis.Veinticinco años después en 
el NHANES III (1988-94), el 50% de los adultos presentaban gingivitis en al menos 3 o 
4 dientes. Parece, que a pesar de las diferencias en las técnicas de medición, se ha 
producido una mejoría en la salud gingival de la población entre ambos estudios 
(Albandar & Kingman 1999). 
 
En Europa, existen sólo dos estudios epidemiológicos que engloban los cambios 
acontecidos en la salud periodontal Europea durante los últimos 30 años, el estudio 
noruego (Skudutyte-Rysstad et al. 2007) y el estudio sueco (Hugoson et al. 2008). El 
primero de ellos (Skuduyte-Rysstad et al. 2007) se basa en los resultados obtenidos en 
cuatro estudios transversales realizados en Oslo (Noruega) en sujetos de 35 años 
seleccionados aleatoriamente entre 1973 y 2003. Emplean el CPITN y 
ortopantomografías. La proporción de sujetos sin pérdida ósea aumenta del 46% en 
1973 a 76% en 2003. Además, se produce una reducción estadísticamente significativa  
en los niveles de placa y cálculo entre ambos periodos de estudio, por lo que los autores 
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En el estudio sueco (Hugoson et al. 2008), la población seleccionada se encuentra 
entre los 20 y 80 años y reside en Jönkoping (Suecia). De nuevo está basado en estudios 
transversales realizados entre 1973 y 2003. En este caso determinan la presencia de 
placa visible mediante el índice de Silness & Löe (1964) y la presencia de inflamación 
gingival según el índice de Löe (1967). Definen gingivitis como la presencia de 12 
unidades gingivales con sangrado en la región premolar-molar con altura ósea normal. 
Encuentran que los sujetos con 20-30 años presentaban un 30% de superficies con placa 
en 1973 frente a un 15,6-20% en 2003. En cuanto a la frecuencia de localizaciones con 
gingivitis en los sujetos con 30 años fue del 32% en 1993 frente a 17% en 2003. La 
mayor reducción se encontró en los sujetos con 60 años, en los que el porcentaje de 































Existe suficiente evidencia para afirmar que la causa directa de la gingivitis es la 
acumulación de placa en la región cervical de los dientes (Loe et al. 1965, Loe et al. 
1967, Theilade et al. 1966). 
 
Placa dental  o placa bacteriana es el término empleado para definir los depósitos 
bacterianos en la cavidad oral. La placa se puede acumular supragingivalmente, 
alrededor de la corona clínica del diente, o subgingingivalmente, bajo el margen 
gingival.  
 
En el año 1965 Loe et al, demostraron en una muestra formada por doce sujetos 
sanos con excelente higiene oral y con encía clínicamente sana, que el cese del hábito de 
cepillado dental cursaba con una rápida acumulación de placa en la superficie dentaria. 
En estos sujetos, se desarrollaba una inflamación en la encía marginal tras 10-21 día sin 
ningún tipo de técnica de cepillado. Tras la reinstauración de un grado adecuado de 
higiene oral, los niveles de placa se reducían hasta valores similares a los del inicio del 
experimento y la encía recobraba su estado de salud clínica. 
 
Un año después, Theilade et al. (1966), publican un nuevo estudio sobre la base 
del anterior. Encuentran que la tasa individual de desarrollo de la gingivitis está 
correlacionada con la tasa de acumulación de placa.  Observan que el desarrollo de la 
inflamación clínica coincide con la fase final del desarrollo de la flora de la placa dental 
en el área específica examinada, de tal forma, que confirman un cambio desde especies 
de Streptococcus y Actinomyces en zonas sanas (gram-positivas) hacia fusobacterias 
(gram-negativas) en zonas con gingivitis. 
 
Los cambios que ocurren en la composición microbiana de la placa supragingival 
han sido extensamente revisados por Kolenbrander et al. (2006). Así sabemos que en las 
primeras cuatro horas de formación de placa, los colonizadores tempranos del biofilm 
son predominantemente cocos gram-positivos y tras ocho horas se empieza a observar la 
presencia de bacilos. En las 24-48 horas siguientes aparecen gruesos depósitos de 
células con variadas morfologías tales como cocos, coco-bacilos y bacterias 
filamentosas. Los estudios iniciales realizados mediante técnica de cultivo encontraban 
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que los Streptococcus representan el 63% de las bacterias aisladas en la placa de 4 horas 
y el 86% de las bacterias aisladas tras 8 horas (Nyvad & Kilian 1987). La elevada 
proporción de Streptococcus en las fases iniciales  se debe a su capacidad de unirse a la 
película adquirida que recubre la superficie del esmalte,  a su menor sensibilidad a la 
exposición al aire en comparación con otras bacterias orales y a su capacidad para 
coagreagarse con otros Streptococcus e incluso con otras bacterias (Kolenbrander et al. 
2006). 
 
Estudios recientes en los que se emplean técnicas de biología molecular como la 
secuenciación y la hibridación ADN-ADN en tablero de ajedrez, que permiten la 
identificación de bacterias no cultivables, encuentran que en estas primeras fases 
también están presentes otras bacterias tales como Actinomyces naeslundii, 
Streptococcus gordonii, Eikenella corrodens y Neisseria mucosa, así como bajos 
niveles de patógenos periodontales, comunmente asociados a peridontitis, como 
Treponema denticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 
gingivalis y Tannerella forsythia (Kolenbrander et al. 2006, Li et al. 2004). Además, 
otros estudios han encontrado una variación interindividual en la composición de los 
colonizadores iniciales de la placa (Kolenbrander et al. 2006). 
 
Con el paso del tiempo, la placa va madurando y la acumulación bacteriana afecta 
a las condiciones locales creando un estado más reducido, lo que facilita la posterior 
acumulación de anaerobios gram-negativos. Tras siete días de acumulación de placa se 
observa un incremento en la proporción de Fusobacterium nucleatum (Socransky et al. 
1998), bacteria capaz de favorcer la coagreagación de diferentes especies bacterianas y 
que facilitará el desarrollo de la placa dental madura con la llegada de los colonizadores 
tardíos (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Haffajee et al. (2008) han propuesto 
recientemente la presencia de complejos microbianos en la placa supragingival 
asociados al estado de enfermedad (Figura 11). 
 
 En los últimos años se ha introducido el concepto de biofilm, considerando que la 
placa dental es un biofilm verdadero en el que las bacterias están inmersas en una matriz 
compuesta por polímero bacterianos extracelulares y productos derivados del exudado 
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gingival y/o de la saliva (Marsh 2004). En la actualidad, el proceso de formación de la 
placa dental como biofilm está siendo objeto de estudio. 
 
 
Resumiento, la gingivitis se produce como consecuencia de un desequilibrio entre 
las condiciones ambientales y los factores asociados al huésped, lo que determina un 
cambio en la microbiota y permite el sobrecrecimiento de especies virulentas. 
 
A pesar de esto, existe evidencia para afirmar que el nivel y la consistencia de la 
respuesta gingival a la acumulación de placa varía entre individuos sin diferencias en la 
acumulación de placa (Abbas et al. 1986), lo que sugiere que esta respuesta de la encía 
en un rasgo genético posiblemente dependiente de factores relacionados con el huésped, 






Figura 12: Clusters descritos por Socanskry en la placa supragingival 
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El término “encía clínicamente sana” se emplea para describir el nivel de salud 
gingival que puede alcanzarse en aquellos pacientes que poseen una higiene oral 
meticulosa. Sin embargo, debido a la presencia contínua de productos baterianos en el 
surco crevicular, en la encía clínicamente sana existe un pequeño infiltrado de células 
inflamatorias que afecta al epitelio de unión y al tejido conectivo gingival. 
 
Las localizaciones con encía clínicamente sana se defienden del ataque bacteriano 
sin progresar hacia gingivitis, gracias a la existencia de mecanismos de defensa tales 
como el efecto barrera del epitelio de unión, el efecto del flujo continuo del fluido 
crevicular gingival, la presencia de anticuerpos en el fluido crevicular gingival, la 
función fagocítica de neutrófilos y macrófagos y el efecto del complemento. 
 
El equilibrio entre los mecanismos de defensa del huésped y los ataques 
microbianos permite mantener el estado de encía clínicamente sana. La gingivitis 
aparecerá cuando exista suficiente acumulación de placa, de tal forma que los productos 
bacterianos induzcan una respuesta inflamatoria importante.  
 
Los cambios morfológicos y funcionales que acontecen en la encía tras la 
acumulación de placa han sido ampliamente estudiados en perros y humanos (Page & 
Schroeder 1976). Como consecuencia de estos estudios, en 1976 Page y Schroeder 
dividen la secuencia de eventos que culmina en la manisfestación clínica de gingivitis 
en tres fases: inicial, temprana y establecida. Tras esta última etapa se desarrollaría la 
periodontitis, que sería considerada en una fase diferente (avanzada). Actualmente y con 
los avances en el conocimiento de esta patología, se han producido ciertos cambios en 
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Fase de la lesión inicial 
Tras 24 horas de acumulación de 
placa aparecen importantes cambios en el 
plexo dentogingival, tales como dilatación 
de arteriolas, capilares y vénulas, lo que 
determina la llegada de sangre a la zona. Se 
incrementa la presión hidrostática dentro de 
la microcirculación y se forman espacios 
intercelulares entre células endoteliales 
adyacentes. Esto va a determinar un 
incremento en la permeabilidad del lecho 
vascular, conduciendo a un incremento del 
exudado de fluidos y proteínas hacia los 
tejidos. 
El flujo del fluido crevicular gingival (FCG) aumenta y las sustancias dañinas 
liberadas por el biofilm son diluidas en el tejido gingival y en el surco. Además, las 
bacterias y sus productos son aclarados de la región gingival y acaban en la saliva.  
 
Los polimorfonucleares, gracias a la presencia de moléculas de adhesión 
(molécula de adhesión intercelular-1(ICAM-1) y molécula de adhesión leucocitaria 
endotelial-1 (ELAM-1)) y siguiendo un gradiente quimiotáctico, van a migrar desde los 
vasos sanguíneos hacia el surco crevicular. Los linfocitos, en cambio, gracias al 
contacto con antígenos, citoquinas o moléculas de adhesión, son retenidos en el tejido 
conectivo.  
Tras 2-4 días de acumulación de placa, la respuesta inflamatoria está bien 
establecida y es mantenida mediante sustancias quimiotácticas originadas desde la 
microbiota de la placa así como por células y secreciones del huésped. 
 
Según la descrición inicial de Page y Schroder (1976), esta fase se correspondía 
con la clásica reacción inflamatoria aguda. Consideraban que en ella, el infiltrado 
inflamatorio comprendía entre el 5 y el 10% del tejido conectivo gingival. En esa zona 
se producía una destrucción de colágeno como resultado de la actividad de colagenasas 
y otras enzimas liberadas por los neutrófilos migrados. 
Figura 13: Lesión inicial. 
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Fase de la lesión temprana 
Tras varios días de acumulación de placa los 
vasos gingivales continúan dilatados, pero su 
número ha aumentado gracias a la apertura de lechos 
capilares que se encontraban inactivos. Esto se 
refleja por un incremento en el enrojecimiento de la 
encía marginal. 
 
Los linfocitos y los polimorfonucleares siguen 
siendo las células inflamatorias predominantes, 
aunque empiezan a aparecer también algunas células 
plasmáticas según se va expandiendo la lesión. Los 
fibroblastos muestran signos de degeneración, lo 
que, junto a la degeneración de las fibras colágenas 
proporciona espacio para el infiltrado inflamatorio. 
 
Las células basales del epitelio de unión y surcular proliferan en un intento de 
incrementar la barrera mecánica frente a las bacterias y sus productos. Al mismo 
tiempo, la porción coronal del epitelio de unión se pierde, permitiendo la formación de 
un nicho entre el epitelio y la superficie del esmalte, lo que permite la formación de 
biofilm subgingival. 
 
Esta lesión pueden mantenerse en esta fase durante largos periodos de tiempo y se 
requiere un tiempo variable entre individuos para desembocar en la aparición de la 
lesión establecida. 
 
Según la descripción inicial de Page y Schroeder (1976), en esta fase los linfocitos 
suponen aproximadamente el 75% de la población celular del infiltrado, que ocupa una 
superficie de entre el 5 y el 15% del tejido conectivo marginal. La pérdida de colágeno 





Figura 14: Lesión temprana 
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Fase de la lesión establecida 
 
Al mantenerse la acumulación de 
placa, se incrementa aun más la respuesta 
inflamatoria del tejido gingival.  
El flujo del FCG aumenta. La pérdida 
de colágeno continúa a la par que se 
extiende el infiltrado inflamatorio. Esto 
resulta en zonas libres de colágeno en las 
porciones más profundas de los tejidos, que  
permitirán la posterior infiltración y 
acumulación de leucocitos.  
 
En esta fase, el epitelio dentogingival 
continúa proliferando y los retepegs se 
extienden a porciones más profundas de los tejidos. El epitelio de unión, que se va a 
convertir en epitelio de la bolsa, es ahora más permeable al paso de sustancias hacia el 
tejido conectivo y puede ulcerarse en ciertas zonas. 
 
Parece que existen dos tipos de lesiones establecidas: una que permanece estable y 
no progresa durante meses o años y una segunda, más activa y que se convierte más 
rápidamente en lesión avanzada destructiva. 
 
Según Page y Schoroeder (1976) esta lesión estaba dominada por células 
plasmáticas. Sin embargo, los estudios más recientes (Fransson et al. 1999) sugieren que 
existen diferencias en la composición del infiltrado inflamatorio de esta fase en función 
de la edad. De esta forma, los sujetos mayores (65-80 años) presentan una mayor 






Figura 15: Lesión establecida. 
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2.6. Enfermedades gingivales e inflamación 
 
La gingivitis es una lesión inflamatoria de los tejidos blandos que soportan el 
diente. Como ya hemos dicho, el agente etiológico primario en su iniciación es la 
acumulación de biolfilm bacteriano en el surco crevicular. La irritación de los tejidos 
gingivales induce una respuesta inflamatoria. El rápido proceso inflamatorio que tiene 
lugar en la gingivitis es el primer paso para la iniciación de la respuesta inmunológica e 
inflamatoria global y forma parte del sistema inmunitario innato. La respuesta 
inmunitaria innata forma parte de la respuesta biológica inherente y no requiere 
experiencia previa. Vamos a ver más en detalle como se produce este proceso (Kinane 
2001, Kornman et al. 1997). 
 
2.6.1. Fases generales del proceso inflamatorio 
 
En situación de salud gingival, las bacterias colonizadoras tempranas de la 
superficie dentaria son aquellas que se encuentran adyacentes al margen gingival. Entre 
ellas se incluyen Streptococcus facultativos gram-positivos y especies de Actinomyces, 
Capnocytophaga y los anaerobios gram-negativos Fusobacterium nucleatum y 
Prevotella intermedia (Kornman et al. 1997). 
 
Esta masa microbian libera grandes cantidades de metabolitos que difunden a 
través del epitelio de unión. Entre ellos se incluyen ácidos grasos tales como el butírico 
y el propiónico, que son tóxicos para los tejidos; péptidos del tipo N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina, que son potentes quimioatrayentes para los leucocitos; y los 
lipopolisácaridos (LPS) de las bacterias gram-negativas. De esta forma, las células del 
epitelio de unión sintetizan mediadores inflamatorios, tales como la interlequina 1β  
(IL-1β), la prostaglandina E2 (PGE2) y la metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que 
pueden atravesar el epitelio de unión y entrar en el tejido conectivo. A través de este 
mecanismo, los vasos se inflaman y se establece un gradiente quimiotáctico que permite 
la migración de los leucocitos hacia la localización de la placa microbiana, formando 
una barrera entre ella y el tejido gingival (Kornman et al. 1997). Los neutrófilos poseen 
mecanismos antimicrobianos altamente especilizados que forman la primera línea de 
defensa frente a las bacterias. Además, secretan mediadores quimiotácticos y 
vasoactivos que perpetúan la respuesta inflamatoria del huésped (neutrofil-elastasa, β-
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glucoronidasa y leucotrieno B4). Se piensa que la gingivitis es una respuesta dominada 
por neutrófilos que serán capaces de fagocitar y matar bacterias, lo que prevendrá la 
extensión apical y lateral de la placa dental (Kornman et al. 1997). 
 
Por otro lado, como consecuencia del ataque bacteriano, los macrófagos se activan 
a través de mecanismos no-antígeno específicos, aumentando la respuesta inflamatoria e 
iniciando la respuesta inmune. Los macrófagos expuestos a LPS producen varias 
citoquinas, entre las que se encuentran el interferón γ, el factor de necrósis tumoral α 
(TNF-α), el factor de crecimiento transformante β (TGF-β), IL-1α e IL-1β, IL-6, IL-10, 
IL-12, IL-15, MMPs y PGE2. Algunos de los factores liberados por los monocitos, en 
particular la IL-1β, TNF-α y la PGE2 son componentes fundamentales de las lesiones 
de periodontitis y han sido implicados en la patogénesis de las enfermedades 
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Los productos de los macrófagos alteran el ambiente local de diversas formas:  
a) Producen quimioquinas que atraen a nuevos monocitos y linfocitos a la zona. 
b) Los factores producidos por los macrófagos activados in vitro son capaces de 
favorecer la destrucción del colágeno (MMPs, IL-1β y PGE2). 
c) Los linfocitos T-CD4+ antígeno-especificos se activan gracias a la actividad de 
los macrófagos. Estos linfocitos se diferencian para producir células T, que ayudan a la 
diferenciación de las células B y a la producción de anticuerpos. Esto determinará el 
inicio de la respuesta inmune específica o adquirida y la potencial progresión hacia un 







Figura 17: Modelo de etiopaogénesis de las enfermedades periodontales según Konrmal et al. 
2008. 
 
Vemos, por tanto, que ciertas moléculas de la superficie celular y ciertos 
productos metabólicos bacterianos son los responsables de la iniciación y desarrollo 
temprano de la gingivitis. Sin embargo, van a ser los mediadores de la inflamación del 
huésped los que jueguen un papel fundamental en la amplificación y perpetuación de la 
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2.6.2. Mediadores de la inflamación 
 
El LPS es un estímulo microbiano clave que desencadena la respuesta del huésped 
en localizaciones periodontalmente enfermas. De forma local, el LPS induce a los 
monocitos a liberar mediadores de la inflamación, tales como IL-1β y PGE2, que como 
vamos a ver, incrementan la destrucción tisular local de los elementos estructurales del 
tejido conectivo.  
 
La interleuquina 1β  (IL-1β) es una citoquina proinflamatoria que juega un papel 
fundamental en la inflamación aguda y crónica (Delaleu & Bickel 2004, Heasman et al. 
1993, Lamster & Ahlo 2007, Masada et al. 1990). Es producida fundamentalmente por 
monocitos activados, macrófagos, y fagocitos polimorfonucleares, aunque otras células 
como las epiteliales, los queratinocitos cutáneos, los fibroblastos gingivales, las células 
B, los osteocitos (Delaleu & Bickel 2004, Heasman et al. 1993), las células de 
Langerhans y las células natural killer son también capaces de secretarlas (Heasman et 
al. 1993). 
 
La Il-1β afecta a prácticamente todos los tipos celulares del organismo. Media en 
la producción de potentes moléculas inflamatorias, tales como las prostaglandinas, 
leukotrienos, factor activador de las plaquetas y citoquinas así como estimulando la 
síntesis de moléculas de adhesión a células endoteliales, por lo que afecta a la gran 
mayoría de los procesos de inmunidad innata. Funciones vitales, tales como el 
reclutamiento de células inmunes, la proliferación celular, la destrucción tisular, la 
reabsorción ósea, la contracción de la musculatura lisa vascular, la presión sanguínea y 
ciertas funciones de las células nerviosas centrales, están reguladas por esta 
interleuquina (Delaleu & Bickel 2004). Es capaz de regular la producción de otros 
mediadores, especialmente la PGE2, la diapedesis de los neutrófilos, la proliferación de 
los linfocitos y la reabsorción ósea inducida por los osteoclastos (Heasman et al. 1993). 
La familia de la IL-1 posee dos receptores: 
• Un receptor de señal tipo I (IL-1RI), expresado en la mayor parte de las 
células. 
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Para que se produzca el proceso de señalización de  la IL-1 se forma un complejo 
terciario constituido por IL-1, IL-1RI y una proteína accesoria al receptor de IL-1 (IL-
1Racp). La señal se transmite vía descendente a través de diferentes componentes entre 
los que se incluyen: Myd88, una kinasa asociada al receptor de IL-1 y TRAF6, 
encargado de transmitir las señal a través de la kinasa inducida NF-κB a otras dos 
kinasas (IKK-1 e IKK-2), lo que lleva a la activación de de NF-κB y a su traslocación al 
núcleo (Delaleu & Bickel 2004).  
 
La prostaglandina E2 (PGE2) es un derivado del ácido araquidónico. Es 
producida por diferentes tipos celulares, pero la principal célula responsable de iniciar el 
metabolismo de las ciclooxigenasas en las infecciones periodontales es el monocito 
(Heasman et al. 1993). 
 
Es un potente vasodilatador, activador de la secreción de colagenasas por 
monocitos y fibroblastos y, en altas concentraciones,  un potente estimulador de la 
reabsorción ósea in vitro e in vivo. Juega un importante papel en la inflamación 
periodontal, al incrementar la  permeabilidad y la dilatación de la microvasculatura y 
estimular la respuesta inflamatoria, por lo que es considerada un mediador pro-
inflamatorio (Heasman et al. 1993, Lamster & Ahlo 2007). 
 
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) que bloquean la síntesis de 
prostaglandinas a través de la inhibición de la ciclo-oxigenasa, tienen la capacidad de 
impedir la pérdida ósea, la pérdida de inserción, el enrojecimiento gingival, y el 
sangrado al sondaje asociado a la enfermedad periodontal en animales y humanos 
(Williams et al. 1989). Por ello se ha sugerido que el incremento en los niveles de 
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2.6.3. Potencial diagnóstico del fluido crevicular gingival (FCG) 
 
De lo dicho hasta ahora, se deduce que estudio de la respuesta del huésped puede 
proporcionar un mecanismo adicional para monitorizar la progresión de la inflamación 
gingival en humanos. Sin embargo, la recolección y análisis de sangre periférica y tejido 
gingival no ofrece un opción práctica. Por contra, el análisis del fluido originado en el 
surco gingival es una forma no invasiva de estudiar la respuesta del huésped mediante el 
análisis de sus componentes (Lamster & Novak 1992). 
 
El fluido crevicular gingival (FCG), un transudado del suero o un exudado 
inflamatorio, puede ser recolectado del surco gingival que rodea los dientes (Lamster & 
Ahlo 2007). Su composición resulta de la interacción entre el biofilm bacteriano 
adherido a la superficie dentaria y las células de los tejidos periodontales. Su 
recolección es un proceso mínimamente invasivo y el análisis de sus constituyentes 
específicos proporciona una indicación bioquímica cuantitativa del metabolismo celular 
local, que refleja el estado de salud periodontal de una persona (Champagne et al. 
2003).  
 
En las localizaciones sanas, el FCG representa un transudado del suero, que fluye 
hacia el surco crevicular como resultado de un gradiente osmótico (Champagne et al. 
2003 y Griffiths 2003). En localizaciones con inflamación, el FCG se convierte en un 
exudado inflamatorio que llega al surco crevicular como consecuencia del aumento en 
la permeabilidad de los vasos sanguíneos subyacentes al epitelio de unión y sulcular 
(Champagne et al. 2003).  
 
El potencial diagnóstico del FCG proviene de un estudio realizado en los años 50 
(Brill & Krasse 1958) en el que se demostró que una tira de papel colocada en el surco 
gingival de animales de experimentación podía detectar una tinción inyectada en la 
circulación sistémica (Lamster & Ahlo 2007). En la actualidad, el método de elección 
para la toma de muestras de FCG es la inserción de una tira de metilcelulosa en el surco. 
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La determinación del volumen de FCG se realiza mediante un dispositivo 
electrónico denominado Periotron ®, que determina la capacitancia eléctrica de una tira 
de papel mojada. Posee dos vainas metálicas que actúan como pletinas de un 
condensador eléctrico. El campo eléctrico creado por cargas opuestas en las vainas 
induce la polaridad de las moléculas, lo que reduce la diferencia de potencial entre las 
vainas e incrementa la capacitancia. Por tanto, cuanto mayor sea el número de 
moléculas polares entre las vainas, mayor será la capacitancia y mayor será la lectura 
del Periotron (Ciantar & Caruana 1998, Griffiths 2003). 
 
Existen tres modelos de Periotron ® (600, 6000 y 8000), siendo el 8000 el más 
moderno de los tres y el que permite medir un mayor rango de volúmenes (0,1-1,2µl). 
Es importante considerar que cada máquina de Periotron requiere realizar su propia 
calibración (Chapple et al. 1995, Chapple et al. 1999, Preshaw et al. 1996). Los modelos 
600 y 6000 se calibran mediante una recta de regresión lineal (Chapple et al. 1995, 
Preshaw et al. 1996), mientras que el 8000 se calibra mediante un polinomio de cuarto 
orden (Ciantar & Caruana 1998, Chapple et al. 1999). Para realizar la calibración es 
recomendable emplear suero, una jeringa que nos permita estandarizar los volúmenes, el 
empleo de mediciones duplicadas y un rango completo de volúmenes desde 0,1 a 1,2µl 
(Chapple et al. 1995, Preshaw et al. 1996, Griffiths 2003). De esta manera se puede 
obtener la correspondencia entre los valores de capacitancia electrónica registrado por el 
Periotron (denominados “unidades periotron”) y el volumen de FCG correpondiente. 
 
El volumen del FCG en una localización determinada puede estar directamente 
relacionado con el grado de inflamación tisular (permeabilidad vascular y la naturaleza 
del infiltrado inflamatorio) así como con la permeabilidad y ulceración del epitelio 
crevicular. Las localizaciones con mayor grado de inflamación poseen mayor volumen 
de FCG que las menos inflamadas, aunque los estudios no encuentran una relación entre 
el incremento en el volumen de FCG y el incremento en el riesgo de destrucción tisular 
(Stewart et al. 1993, Griffiths 2003, Lamster & Ahlo 2007).  
 
Uno de los principales problemas en la toma de muestras de FCG es la 
contaminación con sangre, saliva o placa. La contaminación con sangre se evita 
desechando aquellas muestras con sangre visible y eliminando esos datos del análisis 
(Griffiths 2003).   
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La presencia de placa o saliva en la tira de papel incrementa el volumen de FCG. 
Los estudios recomiendan retirar la placa y aislar la zona con rollitos de algodón antes 
de tomar las muestras (D'Aoust & Landry 1994, Griffiths 2003, Griffiths et al. 1992, 
Stoller et al. 1990). 
 
Los componentes del huésped que forman parte del FCG se agrupan en tres 
grandes categorías: (1) enzimas liberadas por células del tejido conectivo constitutivas o 
inflamatorias, (2) productos de la degradación tisular o celular y (3) citoquinas 
inflamatorias, mediadores y otros productos secretados por las células inflamatorias o 
por otras células del huésped (células del epitelio de unión) (Offenbacher et al. 1993). 
Este tercer punto va a ser el principal objeto de nuestro análisis. 
 
2.6.4. IL-1β  y PGE2 en FCG 
 
La presencia de IL-1β en FCG fue por primera identificada por Charon et al. 
(1982) mediante bio-ensayos. Ocho años más tarde, Masada et al. (1990) emplea el 
análisis enzimático ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays) para detectar IL-1β 
en pacientes con periodontitis avanzada no tratada.  En el caso de la PGE2, su presencia 
en FCG fue por primera vez determinada por Goodson et al. (1974). En 1981 
Offenbacher introduce el radio-inumoanálisis para detectarla, pero no es hasta 1992, que 
Nelson estandariza la técnica de ELISA para determinar PGE2 en FCG (Nelson et al. 
1992).  
 
Desde entonces se han publicado múltiples estudios transversales, que han 
establecido los niveles de IL-1β y PGE2 en pacientes sanos, con gingivitis y con 
periodontitis (Salvi et al. 1997, Masada et al. 1990, Ishishara et al. 1997, Figueredo et 
al. 1999, Faizuddin et al. 2003, Zhong et al. 2007) (tablas 4 y 5).  En general se observa 
que los niveles de ambos mediadores son superiores en situaciones de enfermedad 
periodontal en comparación con situaciones de salud. Salvi et al. (1997) encuentran que 
la concentración de IL-β en sujetos sanos era de 16.8 ng/ml (n=21); en casos de 
gingivitis (n=22) de 115.8 ng/ml; en casos de periodontitis del adulto (n=17) 263.2 
ng/ml y en casos de periodontitis juvenil 836.8 ng/ml (n=13). Seymour & Henderson 
2001 (2001)  describen resultados similares para las concentraciones de PGE2 con 
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valores de 20.3 ng/ml en sujetos sanos (n=21); de 49.4 ng/ml en sujetos con gingivitis 
(n=28); de 42.3 ng/ml en sujetos con periodontitis del adulto (n=21) y de 81.6 ng/ml en 
casos de periodontitis juvenil (n=15). 
 
Sin embargo, estos resultados no son compartidos por todos los autores. Yücel et 
al. (2008) al medir la cantidad de IL-1β en dientes anteriores encuentra que es superior 
en los sujetos con periodontitis crónica (40,66pg), que con gingivitis (23,58 pg) o sanos 
(10.23pg). Sin embargo, las concentraciones de IL-1β no son DES entre los grupos 
(20.82ng/ml; 39.80 ng/ml; 23.30 ng/ml en PC, G o sanos, respectivamente).  
 
Autor, año (IL-1β) Salud Gingivitis Periodontitis 
Salvi, 1997 16,8 ng/ml 115,8 ng/ml 263,2 ng/ml 
Figueredo, 1999 --- 2,9 (3,2) pg 9,0 (5,3) pg* 
Rawlison, 2000 0,01 (0,01) ng/ml  0,11 (0,14) ng/ml 
Giannopoulou, 2003 6,90 pg 19,5 pg* 43 pg* 
Faizuddin, 2003 0,013 ng/ml 0,072  ng/ml* 0,397 ng/ml* 
Orozco, 2006 --- 139,10 (26,90) ng/µg  241,40 (39,50) 
ng/µg 






Tabla 4: Niveles de IL-1B en FCG de paciente sanos, con gingivitis o con periodontitis crónica desritos 
en estudios transversales. 
 * Diferencias estadísticamente significativas con gingivitis o con salud. 
 
Autor, año (PGE) Salud Gingivitis Periodontitis 






Tsai, 1998  1,23 (0,91) pg 
9,42 (6,59) ng/ml 
86,75 (187,47) pg* 
152,20 (243,54) ng/ml* 
Heasman, 1993  54,94 (4,06) ng/ml 41,57 (2,91) ng/ml 
Seymour, 2001 20,3 ng/ml 49,4 ng/ml 42,3 ng/ml 
Tabla 5: Niveles de PGE2 en FCG en pacientes sanos, con gingivitis o con periodontitis crónica descritos 
en estudios transversales. 
* Diferencias estadísticamente significativas con gingivitis o con salud. 
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Se han realizado también estudios longitudinales que han establecido los cambios 
en los niveles de estos dos mediadores con el tiempo y el efecto del tratamiento. Entre 
ellos, destaca el de Offenbacher et al. (1986), en el que se estableció que la 
concentración de PGE2 es elevada en FCG cuando la pérdida de inserción clínica es 
inminente. Se ha sugerido un límite de 66,2ng/ml para definir un test screenig positivo o 
negativo con la intención de identificar pacientes de riesgo. Pacientes con niveles de 
PGE2 dos desviaciones estándar superiores a las de los individuos sanos tienen 47 veces 
más probabilidades de tener pérdida de inserción en alguna localización (Offenbacher et 
al. 1986). 
 
Sin embargo, los estudios longitudinales en pacientes con gingivitis son poco 
abundantes en la literatura, ya que el estudio de estos dos mediadores se ha centrado 
más en su papel como potencial factor de riesgo de pérdida de inserción en pacientes 
con periodontitis. Existen dos estudios clásicos a este respecto, el de Kinane et al. 
(1992) y el de Heasman et al. (1993). En ambos se estudia la variación en los niveles de 
estos mediadores a lo largo de un proceso de gingivitis experimental. 
 
Kinane et al. (1992), permiten la acumulación de placa a lo largo de un periodo de 
14 o 21 días en dos grupos con 6 estudiantes cada uno. Se toman muestras de FCG en el 
surco distovesibular de ambos incisivos centrales superiores en basal y cada 4 días (14 
días) o 7días (21 días). Se observa un incremento en la concentración de IL-1β de forma 
paralela a la acumulación de placa y de forma previa a la inflamación gingival (desde 
0,19± 0,05 ng/µl a 0,95±0,23 ng/µl) y una correlación positiva entre el índice gingival y 
los niveles de IL-1β.  Sin embargo, es importante destacar la amplia variación 
intersujeto en las cantidades de IL-1β registradas. 
 
Posteriormente,  Heasman et al. (1993) repiten el mismo modelo experimental 
pero a lo largo de un periodo de 28 días. Toman muestras de FCG en mesiovestibular y 
distovestibular de premolares y mesiovestibular de primeros molares. Encuentran que el 
sangrado al sodaje aumenta hasta el 5% en las primeras tres semanas y llega a 25% en la 
cuarta. El enrojecimiento aumenta de forma lineal: 40%, 59%, 83% y 100% en la 
primera, segunda, tercera y cuarta semana. 
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La concentración de IL-1β  en FCG en basal fue de 16,5±9,3ng/ml al inicio del 
estudio y aumenta hasta 131±76,0 ng/ml tras la primera semana (diferencias 
estadísticamente significativas). A partir de este momento  continúa siempre más 
elevada que al inicio del estudio. En cuanto a los niveles de PGE2, éstos permanecen 
relativamente constantes durante 21 días (20,5±7,6 ng/ml) y en la cuarta semana 
aumentan hasta alcanzar concentraciones de 53,5± 5,2 ng/ml. 
 
Como consecuencia de estos resultados, los autores proponen la existencia de una 
respuesta en doble ola durante la fase de inflamación gingival. La primera ola se 
corresponde con el inicio de la inflamación clínica en el 40% de las localizaciones. En 
esta fase predomina la liberación de IL-1β y leucotrienos B4, lo que coincide con el 
desarrollo de la lesión temprana, caracterizada por una intensa reacción neutrofílica, por 
la acumulación de algunos monocitos y por el inicio de las alteraciones citopáticas en 
los fibroblastos gingivales. En esta fase inicial la IL-1β ejercería un efecto 
proinflamatorio temprano, estimulando la proliferación epitelial, induciendo la 
secreción de colagenasa por monocitos y fibroblastos, y estimulando a los fibroblastos 
periodontales y gingivales a producir PGE2. Por tanto, los mediadores liberados en esa 
fase resultan de la estimulación y activación de las zonas anatómicamente más 
superficiales de la lesión gingival (epitelio). 
 
La segunda ola, incluye la producción de PGE2 y tromboxano B2. Ocurre más 
tardíamente, aproximadamente en la semana cuarta. En este momento, se habla desde 
un punto de vista histopatológico de lesión establecida, caracterizada por la presencia de 
neutrófilos, monocitos y linfocitos, algunos de los cuales se transformarán en células 
plasmáticas. En esta fase se ha multiplicado por cinco el porcentaje de localizaciones 
con sangrado al sondaje. Además se ha producido un cambio de una flora gram-positiva  
a una gram-negativa. Ese incremento en la complejidad de la microbiota puede ser el 
factor primario responsable de la activación del eje monocítico/linfocítico 
anatómicamente más profundo 
 
Otros autores han repetido estos modelos experimentales y todos ellos confirman 
el incremento de los niveles de IL-1β a lo largo del periodo de estudio (Deinzer et al. 
2004, Gonzales et al. 2001, Johnson et al. 1997), la ausencia de cambios en los niveles 
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de PGE2 en las primeras tres semanas (Deinzer et al. 2004, Gonzales et al. 2001, 
Johnson et al. 1997) y su elevación en la cuarta semana (Johnson et al. 1997).  
 
Sin embargo, es importante señalar que los valores obtenidos en estos estudios de 
gingivitis experimental no pueden extrapolarse de forma directa a los casos de gingivitis 
crónica, ya que los sujetos con gingivitis experimental desarrollada lo largo de cuatro 
semanas poseen mayor acumulación de placa, mayor cantidad de IL-1β y menor 
cantidad de IL-8 que los sujetos con gingivitis crónica (Deinzer et al. 2007). Parece por 
tanto, que en la gingivitis experimental se observa una fluctuación en los parámetros 
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Estudios clínicos transversales (tabla 7) y longitudinales (tabla 8) han descrito un 
incremento en la prevalencia y severidad de la inflamación gingival durante el 
embarazo, que desaparece tras el parto sin producir daños irreversibles en la inserción 
periodontal (Cohen et al. 1969, Cohen et al. 1971, Gursoy et al. 2008, Hugoson 1970, 
1971, Löe 1965, Loe & Silness 1963, Lundgren & Lindhe 1971, O'Neil 1979b, 
Tilakaratne et al. 2000). Más aún,  en un estudio sobre gingivitis experimental, Raber-
Durlacher et al. (1994) encontraron mayor inflamación, sangrado y enrojecimiento, 
cuando la gingivitis se inducía durante el embarazo, que cuando se inducía 25 semanas 
tras el parto. 
 
Clásicamente, esta inflamación gingival que tiene lugar durante el embarazo, se ha 
conocido con el nombre de gingivitis gravídica. Clínicamente se caracteriza por una 
encía intensamente enrojecida que sangra fácilmente, por un engrosamiento del margen 
gingival y por hiperplasia de las papilas interdentales que pueden dar lugar a la 
aparición de pseudobolsas (Amar & Chung 1994, Laine 2002, Sooriyamoorthy & 
Gower 1989). 
 
Según la clasificación actual de las enfermedades periodontales (Asociación 
Americana de Periodoncia, 1999), la gingivitis gravídica se engloba dentro de las 
enfermedades gingivales inducidas por placa y modificadas por factores sistémicos 
(Armitage 1999). Se considera que sus características son similares a las de la gingivitis 
inducida sólo por placa, salvo por la propensión a desarrollar signos manifiestos de 
inflamación en presencia de cantidades relativamente escasas de placa (Mariotti 1999). 
 
Desde un punto de vista histológico, la gingivitis gravídica se considera una 
inflamación proliferativa, vascular e inespecífica con un  amplio infiltrado inflamatorio 
celular. En 1949, Maier y Orban, exploran a 530 mujeres que se encuentran entre el 3º y 
el 5º mes de embarazo. En 53 de los casos toman biopsias gingivales y su análisis revela 
que se trata de “una inflamación proliferativa caracterizada por numerosas figuras 
mitóticas en el epitelio, endotelio y tejido conectivo. Existe hialinización del epitelio, 
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formación de perlas en los rete pegs, alteración en el proceso de hornificación, 
formación de microabscesos, acumulación de linfocitos y linfoblastos e inflamación 
ulcerativa pseudomembranosa”. Los autores concluyen que ninguno de los signos son 
característicos exclusivamente de la gingivitis del embarazo. 
 
La prevalencia de la gingivitis gravídica varía entre el 36% (Maier & Orban 
1949) y el 100% (Loe & Silness 1963) de las embarazadas con gingivitis previa. Sin 
embargo, la incidencia de gingivitis es de tal sólo 0,03% en aquellas mujeres libres de 
placa al inicio del embarazo y que mantienen buenos hábitos de higiene oral durante el 
mismo (Chaikin 1977). Por lo tanto, parece que no son sólo los niveles hormonales los 
responsables de estos cambios. De este modo, aunque se ha intentado establecer una 
correlación entre los niveles de hormonas durante el embarazo y el incremento en la 
inflamación gingival que acontece durante el mismo, los resultados aportados por los 
diferentes autores son contradictorios (Cohen et al. 1969, Hugoson 1971, Jonsson et al. 
1988, Muramatsu & Takaesu 1994, O'Neil 1979b, Samant et al. 1976, Silness & Loe 
1964). 
 
Durante el embarazo también se ha descrito la aparición del granuloma 
gravídico, conocido como tumor del embarazo. Es una reacción inflamatoria 
proliferativa fibrovascular exagerada con relación a un estímulo ordinario localizada 
fundamentalmente en la encía. Se describe como una masa localizada roja o roja-
amoratada, nodular o ulcerada que sangra fácilmente y que aparece frecuentemente en 
mujeres  (0,5-5%) en torno al segundo trimestre de embarazo y crece a lo largo del 
mismo alcanzando un tamaño que no suele superar los 2 cm (Ojanotko-Harri et al. 
















Gingivitis inducida sólo por placa Gingivitis gravídica 
Placa presente en el margen gingival. Placa presente en el margen gingival. 
La enfermedad comienza en el margen gingival Respuesta gingival inflamatoria exagerada 
Cambio en el color de la encía Inicio durante el embarazo 
Cambio en el contorno de la encía Cambio en el color de la encía 
Cambio en la temperatua sulcular Cambio en el contorno de la encía 
Incremento en el exudado gingival Incremento en el exudado gingival 
Sangrado al sondaje Sangrado al sondaje 
Ausencia de pérdida de inserción Ausencia de pérdida de inserción 
Ausencia de pérdida ósea Ausencia de pérdida ósea 
Cambios histológicos Cambios histológicos 
Reversible tras la eliminación de la placa Reversible tras el parto 
Tabla 6: Principales diferencias entre la gingivitis inducida por placa y la gingivitis gravídica. 
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3.2. Asociación epidemiológica 
 
Los primeros casos de respuestas gingivales exageradas durante el embarazo 
fueron descritos en el siglo XIX (Eiselt 1840; Pinard 1877).  
 
Ya en el siglo XX, Monash (1926) estudia 6 casos de gingivitis del embarazo y 
propone el término “proliferative gingivitis of pregnancy”.  En 1933, Ziskin, Blackberg 
y Stout, son los primeros en sugerir la existencia de una correlación entre los niveles de 
hormonas y la gingivitis.  
 
En 1949 Maier y Orban, tras explorar a 530 mujeres embarazadas entre el 3º y el 
5º mes de embarazo, observan un incremento en la intensidad de la gingivitis crónica 
preexistente. Concluyen que los cambios en los niveles hormonales, aunque capaces de 
influenciar la severidad de la inflamación gingival, no son los factores iniciadores. 
 
Los trabajos publicados por Löe y Silness (1963, 1964, 1965)  marcan el inicio de 
una nueva etapa. Se trata de una serie de estudios transversales en el que exploran a 121 
mujeres embarazadas y a 61 mujeres, dos y cinco meses tras el parto. En todas ellas 
registran los valores de la profundidad de sondaje y los índices de placa y gingival en 
seis dientes (1.6, 1.2, 2.4, 2.6, 3.2 y 4.4). Los resultados muestran que el 100% de las 
embarazadas presentan cambios gingivales a los que puede denominarse gingivitis. 
Según sus resultados, los primeros signos clínicos de inflamación gingival aparecen en 
el segundo mes del embarazo y continúan incrementando hasta alcanzar el pico máximo 
de severidad en el octavo mes. En el último mes del embarazo observan cierta mejoría y 
dos meses tras el parto los niveles de índice gingival son similares a los del segundo 
mes del embarazo. Analizan también los datos en función del tipo de diente y de la 
localización, y encuentran que, aunque los molares presentan los mayores valores del 
índice gingival, la mayor variación en el mismo se encuentra en los incisivos. En cuanto 
a lo valores de profundidad de sonsaje observan bolsas más profundas durante el 
embarazo que tras el parto (3,2mm frente a 2,6mm), lo que explican por una 
inflamación del margen gingival que no causaría daños irreversibles en el periodonto.  
 
A partir de este momento se suceden los estudios, tanto transversales como 
longitudinales, que tratan de entender qué ocurre con la salud gingival en las pacientes 
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gestantes. Hay que destacar por su importancia los estudios longitudinales realizados 
por Hugoson (1971), Cohen et al. (1969, 1971) y más recientemente, Tilakaratne et al. 
(2000) y Gursoy et al. (2008). 
 
Cohen et al. (1969) mediante el estudio del índice de enfermedad periodontal, 
determinan que existen diferencias estadísticamente significativas en el componente 
gingival de dicho índice entre los diferentes trimestres del embarazo (p<0,01), 
encontrando el pico máximo en el tercer trimestre (2,57). El máximo valor del 
componente gingival lo encuentra en la zona antero-inferior, y el mínimo, en la zona 
ántero-superior. 
 
Hugoson (1971) encuentra valores del índice gingival similares a los de Löe y 
Silness (1963), que alcanzan el pico máximo en el tercer trimestre del embarazo (1,34) , 
y que caen tres meses tras el parto. Los mayores valores del índice gingival aparecen en 
los molares y en las zonas interproximales. 
 
Arafat (1974), encuentra un ligero incremento en el índice periodontal en el 
segundo trimestre del embarazo, sin embargo, es uno de los pocos autores que no 
escuentra diferencias estadísticamente significativas a lo largo del embarazo.  
 
Samant et al. (1976) observan un incremento estadísticamente signnificativa en el 
índice gingival del primer al segundo trimeste del embarazo, donde encuentran el pico 
máximo (1,04), siendo este pico inferior al que encontraban los autores anteriores. En el 
tercer trimestre los valores del índice caen ligeramente, aunque siguen siendo superiores 
a los del primer trimestre. Las mujeres embarazadas presentan un valor del índice 
gingival significativamente superior que las no embarazadas. Además observan un 
incremento en la severidad de la inflamación gingival a lo largo del embarazo (del 2,5% 
al 10% de las localizaciones presentan gingivitis severa  en el primer y el tercer 
trimestre, respectivamente). 
 
O´Neil (1979), sólo aporta datos correspondientes al índice gingival del primer y 
tercer trimeste y encuentra un incremento significativo a lo largo de ese periodo, con 
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En el estudio de Kornman & Loesche (1980) los valores del índice gingival sólo 
se refieren a las dos localizaciones seleccionadas (cara mesial del segundo premolar 
superior derecho y del canino inferior izquierdo), por lo que no pueden compararse con 
los del resto de los estudios. A pesar de ello, se observa un incremento en dicho índice, 
con pico en el tercer trimestre. 
 
Zaki et al. (1984), no determina si existen diferencias estadísticamente 
significativas entre lo diferentes periodos del embarazo, si no que sólo compara los 
valores con los de un grupo de mujeres no embarazadas. Encuentra que en el primer 
trimestre no existen diferencias significativas entre embarazadas y controles, mientras 
que sí que existen en el segundo y tercer trimestre. 
 
Muramatsu & Takaesu (1994) determinan que existe un incremento 
estadísticamente significativo entre el número de localizaciones con inflamación entre el 
tercer y el primer mes, el noveno y el cuarto mes y entre el sexto y el noveno mes del 
embarazo. 
 
Tilakaratne et al. (2000), observan que el índice gingival incrementa de forma 
significativa en cada uno de los trimestres del embarazo, siendo el tercer trimester el 
momento con el máximo valor (1,43), con datos ligeramente superiores a los 
encontrados hasta ese momento. Tras el parto, el índice gingival cae de forma 
significativa. 
 
Yalcin et al. (2002a, 2002b) presenta dos estudios que nos permiten comparar la 
evolución del índice gingival con y sin RAR. Sin RAR (Yalcin et al. 2002a) obervan un 
incremento estadísticamente significativo del índice gingival a lo largo del embarazo, 
con un pico máximo en el tercer trimeste del mismo (1,99), mientras que con RAR 
(Yalcin et al. 2002b) se produce una reducción significativa del mismo (1,59). Se puede 
ver, que a pesar de haber recibido tratamiento periodontal las pacientes no muestran una 
gran reducción en el índice gingival, que está incluso por encima del valor de otros 
estudios previos. Hay que considerar que este autor presentaba los valores más elevados 
de índice de placa a lo largo del estudio, a pesar  de que las pacientes reciben 
tratamiento periodontal. Sin embargo, los valores medios de profundidad de sondaje son 
de 2,85mm en el primer trimestre del embarazo.  
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El estudio de Taani et al. (2003), es el que refleja los valores más elevados de 
índice gingival a lo largo embarazo y aquí de nuevo el pico máximo se encuentra en el 
tercer trimestre (2,60). 
 
Por último, el estudio de Gursoy et al. (2008) muestra los valores del porcentaje 
de localizaciones con sangrado al sondaje. Los encuentran más elevados en el embarazo 
que en el postparto con un pico máximo en el segundo trimestre (34%), de forma 
similar al estudio de Samant et al. (1976). 
 
A continuación aparecen reflejados los principales hallazgos encontrados en la 
literatura en relación con los cambios clínicos observados en mujeres gestates. Los 
articulos han sido dividos en base a que presentaran un diseño transversal (tabla 7) o 
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Autor,  año País (E) / (NE) Resultados 
Löe, 1963 Noruega 121 / 61  
 
Prevalencia gingivitis: 100% 
Pico de IG en el tercer trimestre. Incremento de PS 
durante el embarazo que disminuye tras el parto 
Silness,  
1964 




EEUU 477  / 233 Prevalencia gingivitis: 76,6% 
No encuentra diferencias significativas en el IG a lo 
largo del embarazo. 
Samant,  
1976 
India 120/ 40 
 
Prevalencia: 89,1%. 
Pico máximo de IG en el 2º trimestre. Incremento en 
el % de localizaciones afectadas en el embarazo. 
Conde 
Vidal,  1981 
España  60 /0 Prevalencia gingivitis: 51,67%. 




Canada 30/30 No encuentra correlación entre parámetros clínicos 
con progresión de embarazo ni niveles hormonales, 
Miyazaki,  
1991 
Japón 2424 / 
1565 
Prevalencia gingivitis: 95% 
Muramatsu, 
1994 
Japón 19 / 20 
 
Incremento progresivo en el número de 
localizaciones con inflamación. 
No correlación con niveles hormonales 
Machuca, 
1999 
España  130 Asociación entre  índice de sangrado y nivel 
profesional bajo  
Taani,  2003 Jordania 200/200 Pico máximo en 3º trimestre 
Incremento en PS. 
Tabla 7: Estudios transversales sobre la gingivitis gravídica. 












E: embarazo; NE: no embarazo; IG: índice gingival; PS: profundidad de sondaje; m: mes; PP: Post-parto; 








Autor,  año País E / NE Seguimiento Resultados 
Cohen, 
1969 
EEUU E: 16 1º, 2º, 3º T, 3m PP Pico de IG en 3º trimestre. 
Hugoson, 
1971 
Suecia E: 26 E: 12, 18, 24, 30, 
34 y 38 s  
 PP: 1-3 d, 8 y 20 s  
Prevalencia: 100% 
Pico de IG en 3º trimeste. 
Incremento en PS durante 
embarazo y cae tras parto. 
Correlación hormonales e IG. 
Chaikin 
1977 
EEUU E: 267S y 
152G/PE 
Mensualmente 
hasta 11 m PP 
Prevalencia gingivitis: 36% 
Mal control placa: 66%; Buen 
control placa: 0,03% 
O´Neil ,  
1979 
Inglaterra E: 26 Semana 14 y 30 Incremento de IG a lo largo del 
embarazo 
No correlación hormonas e IG. 
Kornman, 
1980 
EEUU E: 20 
NE: 11 
E: cada mes 
NE: 4 meses 
Pico de IG en 3º trimestre 
Kinnby, 
1996 
Suecia E: 14 3ºT y 3m PP Diferencia dos grupos con alta 




India E: 47 
NE: 47 
1, 2, 3 T, 3m PP Pico en el 3º trimestre 
Sin cambios en PS 
Yalcin, 
2002a 
Turquía E: 61 1, 2, 3 T Pico en el 3º trimestre 
Incremento en PS 
Yalcin, 
2002b 
Turquía E: 22 1, 2, 3 T Efecto del RAR: escasa 
reducción de IG. 
Reducción de PS 
Lieff ,  2004 
OCAP  
EEUU E: 903  <25 semanas y 48h 
PP 
Prevalencia gingivitis: 71,9%. 
Gursoy, 
2008 
Finlandia E: 24 
NE: 22 
E: 1, 2, 3T, 2s PP y 
tras lactancia 
NE: 1, 2, 3 y 4m 
Incremento en el % 
localizaciones con sangrado y 
en nº de gestante con PS>4mm. 
Tabla 8: Estudios longitudinales sobre la gingivitis del embarazo. 
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3.3. Papel de las hormonas sexuales en la patogénesis de la gingivitis gravídica 
 
Aunque parece que durante el embarazo la susceptibilidad de los tejidos 
gingivales a la inflamación está relacionada con los cambios en la concentración y en la 
proporción de progesterona y estradiol (Vittek et al. 1979, Lapp & Lapp 2005, Machtei 
et al. 2004), el mecanismo exacto por el cual estas hormonas incrementan la 
inflamación gingival se desconoce. Como se ha explicado anteriormente el cambio 
hormonal más significativo es el incremento en la producción de estrógeno y 
progesterona. Tras el parto se produce una caída brusca en los niveles de ambas 
hormonas y en 2 o 3 días aproximadamente las concentraciones hormonales alcanzan 
los niveles de una mujer no embarazada  (González-Merlo et al. 2006, Guncu et al. 
2005, Mariotti 1994)  
 
Como consecuencia de la necesidad de encontrar el “factor” etiológico que 
pudiera explicar la respuesta gingival exagerada observada durante el embarazo, 
diferentes autores han sugerido la existencia de una potencial correlación entre los 
elevados niveles hormonales característicos del embarazo y los valores del índice 
gingival (Zaki et al. 1984). 
 
Hugoson (1971) encuentra una relación significativa entre el índice gingival y los 
niveles de hormonales sexuales femeninas (progesterona y estradiol) en plasma 
(p<0,001). Sin embargo, los valores de hormonas que emplean son la resultante de la 
media ponderada de dos estudios previos (Schwers 1964, Johansson 1969), por lo que 
este dato de correlación no puede considerarse como válido. Posteriormente, O´Neil 
(1979) no encuentra correlación entre los niveles de hormonas en sangre y los valores 
del índice gingival.  
 
También se han empleado los niveles de hormonas en saliva en un intento de 
establecer correlaciones con el índice gingival. Sin embargo, ninguno de los autores 
(O´Neil (1979), Jonsson (1988), Muramatsu (1994)) que lo han empleado han logrado 
obtener valores estadísticamente significativos, aunque bien es cierto que la naturaleza 
de los estudios era transversal y no longitudinal, como ocurría en el caso de los estudios 
de Hugoson (1971) y O´Neil (1979). 
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No queda por tanto esclarecido el papel del incremento en los niveles de 
hormonas sexuales femeninas en las respuestas gingivales exageradas observadas 
durante el embarazo. 
 
Receptores de hormonas sexuales 
La acción de las hormonas comienza con su secreción en el torrente sanguíneo, 
donde circulan unidas en su mayor parte a proteínas plasmáticas (98%). La fracción de 
hormona libre o no unida puede penetrar en las células por difusión y así ejercer su 
función mediante la unión a receptores intracelulares específicos que pertenecen a la 
superfamilia de factores de transcripción de ligandos activos que regulan el crecimiento 
celular, la diferenciación y el desarrollo (Mariotti 1994, Parkar et al. 1996). 
 
Los receptores de las hormonas esteroideas se encuentran localizados en altas 
concentraciones en tejidos sensibles a ellas conocidos con el nombre de tejidos diana, 
en los que la unión entre los receptores y las hormonas determina la acumulación de 
estas últimas en los tejidos (Mariotti 1994).   
 
Estudios autoradiográficos (Vittek et al. 1982a, Vittek et al. 1982b), 
inmunohistoquímicos (Jonson et al. 2005,  Kawahara & Shimazu 2003) y de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (Parkar et al. 1996) han demostrado la presencia de 
receptores para estrógeno en las capas basal y espinosa del epitelio gingival humano 
(Vitek, 1982), en fibroblastos gingivales humanos (Vittek et al. 1982), en células 
endoteliales y en pericitos de vasos sanguíneos pequeños de la lámina propia en 
biopsias gingivales humanas (Vittek al. 1982); así como receptores para progesterona en 
fibroblastos gingivales humanos (Kawahara & Shimazu 2003) y en biopsias gingivales 
de ratones (Vittek et al. 1982). Sin embargo, no se han encontrado receptores para 
progesterona ni para estrógeno en células pertenecientes al ligamento periodontal 
humano (Parkar et al. 1996, Jonson et al. 2005).  
 
Metabolismo de las hormonas sexuales 
 Se ha demostrado que la encía humana es capaz de metabolizar progesterona (El-
Attar et al. 1973)  y estrona (Holmes & El-Attar 1977), siendo la tasa de metabolismo 
superior en encía inflamada que en sana  (El-Attar et al. 1973, Holmes & El-Attar 1977, 
Ojanotko-Harri 1985).   
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La conversión de estrona en estradiol parece representar un procceso de 
bioactivación (ElAttar & Hugoson 1974), mientras que el metabolismo de la 
progesterona supone su inactivación (Soory 2000b). Durante el embarazo estudios in 
vitro han demostrado una baja tasa de metabolismo de progesterona en biopsias de encía 
con gingivitis gravídica y con granulomas gravídicos (Ojanotko-Harri 1991). De esta 
forma, se podría explicar la presencia de niveles elevados de progesterona y estradiol 
“activos” en los tejidos gingivales de mujeres embarazadas. 
 
Los andrógenos, en especial la dihidrotestosterona (DHT), tienen un efecto 
anabólico en la encía (Sooyamoorthy & Gower 1989). En situaciones de salud, la 
testosterona es convertida en DHT gracias a la acción de la 5α-reductasa y sus efectos 
anabólicos parecen estar involucrados en la reparación inflamatoria de los tejidos 
gingivales (Sooryamoorthy 1989, Soory 2000b). Estudios in vitro han demostrado que 
concentraciones de estradiol similares a las fisiológicas incrementan la síntesis de DHT 
por parte de fibroblastos gingivales humanos, mientras que concentraciones similares de 
progesterona tienen un efecto inhibitorio en la producción de DHT. La combinación de 
ambas hormonas muestra resultados intermedios dependiendo de la concentración de 
cada hormona. Esto parece indicar un efecto anabólico del estrógeno y uno catabólico 
de la progesterona (Tilakaratne & Soory 1999a,b).  
 
Resumiendo observamos como durante el embarazo se acumulan niveles elevados 
de hormonas en los tejidos gingivales gracias a la presencia de receptores para las 
mismas y en el caso de la progesterona gracias a su baja tasa de metabolismo durante 
ese periodo. Estos niveles de hormonas van a ejercer sus efectos en varios aspectos de la 
fisiología gingival, tales como la vascularización, la dinámica celular, el biofilm 
bacteriano o los cambios locales en el sistema inmune. Por otro lado, como ya hemos 
visto, el complejo papel de la inmunología materno-fetal puede tener una repercusión 
especial en la predisposición de la mujer gestante frente a cualquier tipo de infección. 
Debido a la complejidad y al mayor interés por el mayor desarrollo de los cambios 
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3.3.1. Hormonas y cambios vasculares 
 
Los efectos de las hormonas sexuales femeninas a nivel vascular pueden servir 
para explicar la clínica de edema, eritema, sangrado e incremento de fluido crevicular 
gingival  observada durante el embarazo.  
 
Estudios in vitro han demostrado que la progesterona y el estradiol son las 
principales responsables de la reducción de la tasa de flujo corpuscular (Lindhe y 
Branemark 1967a), del incremento en la permeabilidad vascular (Lindhe y Branemark 
1967b) y de la proliferación vascular (Lindhe y Branemark 1967c). Sin embargo, es 
importante poner en perspectiva estos estudios en los que se emplean dosis de 
estrógenos superiores a las fisiológicas sobre tejidos no periodontales, tales como la 
mucosa yugal del hasmster o la oreja de conejos. 
 
En esta misma línea, varios estudios experimentales han encontrado que las 
hormonas sexuales femeninas inducen un incremento en el volumen de FCG en perros 
(El-Attar 1974) con encía clínicamente sana (Lindhe et al. 1968a) o con gingivitis 
(Lindhe et al. 1968b).  Estudios clínicos en humanos han demostrado una correlación 
entre el  aumento en el volumen del fluido crevicular gingival y unos niveles elevados 
de esteroides (Lindhe et al. 1969, Hugoson 1971). Esto parece indicar que las hormonas 
sexuales femeninas (progesterona y estradiol) podrían alterar la permeabilidad del surco 
gingival.  
 
Por otro lado, es importante considerar que aunque a nivel general los estrógenos 
son las principales hormonas responsables de las alteraciones de los vasos sanguíneos 
en los tejidos diana de las mujeres, en el caso de la encía, parece que es la progesterona 
la principal responsable de los cambios vasculares (Mariotti et al. 2004, Mealey & 
Moritz 2003, Vittek et al. 1979).  
 
Esto puede deberse a una acción directa de la progesterona en las células 
endoteliales (Mohamed et al. 1974), a posibles efectos en la síntesis de PGE2 (El-Attar 
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3.3.2. Hormonas y cambios celulares 
 
Las hormonas sexuales esteroideas pueden ejercer su influencia de forma directa o 
indirecta  en la proliferación celular, en la diferenciación y en el crecimiento de los 
tejidos diana. En la cavidad oral, los estudios se han enfocado sobre todo en los efectos 
a nivel de los queratinocitos, de los fibroblastos y de la matriz extracelular del tejido 
conectivo (Mariotti 1994).  
 
Los estudios clásicos que se han centrado en los efectos de las hormonas sexuales 
en el epitelio gingival, encuentran que los estrógenos y las progestinas incrementan la 
queratinización epitelial y estimulan la proliferación celular (Mariotti 1994, Mealey & 
Moritz 2003,  Amar & Cheng 1994). Sin embargo, estos estudios son puramente 
descriptivos, no poseen investigadores ciegos al tratamiento y se centran en su mayoría 
en los efectos clínicos e histológicos de la extirpación quirúrgica de los ovarios o de la 
terapia de sustitución hormonal en modelos de experimentación animal. Esto lleva a la 
conclusión de que parece cierto que las hormonas sexuales ejercen una acción en el 
epitelio gingival, pero no está muy claro cual es la respuesta de los queratinocitos a la 
acción hormonal. 
 
Un estudio más receinte (Reynolds et al. 2004) realizado en babuínas 
embarazadas observa que la aplicación de un inhibidor del estrógeno induce un 
agrandamiento papilomatoso de la encía en la cara vestibular del sextante anterior. 
Histológicamente, observa hiperplasia del epitelio, hiperqueratosis y acantosis que se 
revierte tras la suplementación con estrógeno, por lo que concluye que el estrógeno 
posee un papel regulador en el periodonto. Sin embargo, es importante señalar que los 
efectos que están observando con la inhibición del estrógeno pueden ser los derivados 
de las elevadas concentraciones de progesterona presentes y, que sería por tanto el 
equilibrio entre la acción de ambas hormonas lo que tendría un efecto claro en el 
desarrollo de la gingivitis gravídica.  
 
Por otro lado, nos encontramos con los estudios centrados en el tejido conectivo 
gingival. Éstos encuentran que, mientras la progesterona posee un efecto inhibitorio en 
la proliferación de fibroblastos gingivales (Willershausen et al. 1986, Christoffers et al. 
2003), el estrógeno es capaz de estimularla (Mariotti 1991). Estudios más recientes 
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confirman que los estrógenos incrementan la proliferación de un subtipo específico de 
fibroblastos gingivales y reducen la producción de proteínas colágenas y no colágenas 
(Mariotti 2005). 
 
También se ha demostrado que las hormonas sexuales femeninas incrementan la 
tasa de metabolismo del folato en la mucosa oral (Pack & Thomson 1980, Thomson  & 
Pack 1982). Debido a que el folato es necesario para el mantenimiento de los tejidos, un 
metabolismo incrementado puede consumir las reservas de folato e inhibir la reparación 
tisular (Mealey & Moritz 2003). 
 
Además, la progesterona en concentraciones similares a las del tercer trimestre del 
embarazo ha demostrado disminuir la síntesis de glucosaminoglicanos, un componente 
fundamental de la matriz extracelular del tejido conectivo gingival (Willershausen  
1991). 
 
Parece por tanto, que existen dos teorías complementarias sobre el papel de las 
hormonas en la dinámica celular que implicarían por un lado la alteración de la 
efectividad de la barrera epitelial frente al ataque bacteriano y por otro, la alteración del 
mantenimiento y reparación del colágeno. La combinación de ambas supondría una 
disminución en la barrera epitelial y por tanto a una mayor respuesta frente a los 
irritantes de la placa (Garrido de Cabo 1999, Mariotti 1994, Mealey & Moritz 2003, 
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3.3.3. Hormonas y cambios microbiológicos 
 
Varios estudios clínicos han propuesto el incremento de Prevotella intermedia (P. 
intermedia) durante el embarazo como factor etiológico en el desarrollo de la gingivitis 
gravídica. 
 
Kornman & Loesche (1980) fueron los primeros en describir un incremento en la 
proporción de bacterias anaerobias/aerobias y de P. intermedia durante el segundo 
trimestre del embarazo de forma paralela al incremento en la inflamación gingival. En 
1982 estos autores presentan un nuevo estudio en el que demuestran que P. intermedia 
es capaz de acumular de forma selectiva progesterona y estradiol y emplearlos como 
sustitutos de la vitamina K, un factor de crecimiento esencial para esa bacteria (Gibbons 
& MacDonald 1960). A partir de estos datos postulan que ambas hormonas actuan 
como factores de crecimiento para P. intermedia (Kornman & Loesche 1982). 
 
Jensen et al. (1981) en un estudio transversal encuentra que P. intermedia 
incrementaba su proporción 55 veces en el grupo embarazo en comparación con el 
grupo control. Este incremento de P. intermedia era más marcado en el segundo 
trimestre y estaba correlacionado con el incremento en la inflamación gingival. 
 
En un estudio sobre gingivitis experimental  realizado en mujeres durante el 
embarazo y seis meses tras el parto, Raber-Durlacher et al. (1994) encontró nuevamente 
proporciones de P. intermedia superiores durante el embarazo, lo que coincidía con el 
desarrollo de mayores síntomas de inflamación gingival durante el mismo. 
 
Sin embargo, no todos los estudios han confirmado esta hipótesis microbiológica. 
Así, Jonsson et al. (1988) en un estudio sobre mujeres embarazadas con periodontitis 
encuentran que esta patología es clínicamente semejante a la que se presenta en las 
mujeres no embarazadas, no evidenciando que el aumento en la concentración de 
hormonas en la saliva se asocie a una progresión de la enfermedad, ni  a un aumento de 
P. intermedia en localizaciones con periodontitis. 
 
Esta controversia ha llevado a pensar que el incremento de P. intermedia 
observado en el segundo trimestre del embarazo sea independiente de los niveles de 
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hormonas sexuales y se deba a otras causas desconocidas (Mealey & Moritz 2003, 
Mariotti 1994). Si nos centramos en la evidencia, parece razonable esperar que si los 
niveles de P. intermedia dependen de los niveles hormonales, entonces deberían estar 
más elevados en el tercer trimestre del embarazo que es cuando las hormonas sexuales 
alcanzan su pico máximo. Por tanto, aunque parece claro que los niveles de P. 
intermedia se elevan durante el embarazo, no está clara su influencia en la aparición de 
la gingivitis gravídica (Mealey & Moritz 2003). 
 
En relación con esto, se han analizado los datos microbiológicos correspondientes 
a otras situaciones en las que existen alteraciones en los niveles hormonales, tales como 
la pubertad, el uso de anticonceptivos orales o el ciclo menstrual (Nakagawa et al. 1994, 
Delaney et al. 1986, van Oösten 1988, Mombelli et al. 1990, Gusberti et al. 1990, 
Yanover e& Ellen 1986) y se ha encontrado la misma controversia. 
 
Sólo destacar que algunos autores también han intentado asociar otras bacterias en 
el desarrollo de la gingivitis gravídica, tales como Campilobacter rectus (Yokohama et 
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3.4. Papel del sistema inmune en la gingivitis gravídica 
 
La razón por la cual los tejidos fetales no son rechazados por la madre es 
considerada como uno de los más sorprentes enigmas de la biología. En el apartado del 
embarazo se han analizado los mecanismos específicos que se han propuestos a nivel 
sistémico para intentar explicar la compleja inmunología materno-fetal. Se concluía en 
ese punto que el embarazo deja a la mujer en un estado de mayor susceptibilidad o 
vulnerabilidad frente a agresiones externas. Por ello, se ha postulado la hipótesis de que 
la gingivitis gravídica puede considerarse una respuesta inflamatoria como 
consecuencia de un desequilibrio en la relación entre bacterias y hospedadores 
(Kornman & Loesche 1980, Lopatin et al. 1980, Raber-Durlacher et al. 1993). 
 
Por otro lado, y considerando el conjunto de cambios que se producen a nivel de 
todo el organismo en la mujer gestante, tampoco puede excluirse que, durante el 
embarazo, la encía sufra cambios fisiológicos que resulten en un incremento en el 
enrojecimiento, en el edema y en la tendencia al sangrado, lo que dará una apariencia 
clínica de inflamación (Raber-Durlacher et al. 1991). 
 
Considerando estas dos opciones, se ha propuesto que los cambios 
experimentados en el sistema inmune maternal durante el embarazo podrían contribuir a 
una mayor susceptibilidad a desarrollar inflamación gingival (Lopatin et al. 1980, 
O'Neil 1979a, Raber-Durlacher et al. 1991). El número de estudios que se centran en 
este campo es relativamente amplio, aunque su grado de evidencia científica es más 
bien bajo. En un intento por sistemizar su presentación, se han agrupado los estudios 
experimentales realizados en este campo en cuatro grandes grupos, correpondientes a 
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3.4.1. Estudios experimentales. 
 
Primera línea de investigación: estimulación de linfocitos o monocitos tomados de 
sangre periférica de mujeres embarazadas con diferentes antígenos o mitógenos 
 
O´Neil (1979) realiza un estudio con 24 mujeres embarazadas (semana 14 y 30 
del embarazo y 8 semanas tras el parto) y con 26 mujeres no embarazadas (dos veces a 
lo largo del periodo de estudio). En cada visita toma muestras de sangre periférica que 
son posteriormente estimuladas con diferentes antígenos (fitohemaglutinina, proteína 
purificada derivada de tuberculina humana y un ultrasonicado derivado de Veillonella 
alkalescens). Encuentra un incremento en el índice gingival durante el embarazo, 
acompañado de una reducción en la respuesta de linfocitos T maternos a la estimulación 
con antígenos, que se revierte tras el parto. Estos datos confirmarían la existencia de 
algún otro factor, además de la placa, involucrado en el incremento de la inflamación 
gingival.  
 
Lopatin et al. (1980) seleccionan a 20 mujeres embarazadas (<13 semanas) y a 5 
mujeres no embarazadas. En la visita inicial, a las 20-24 semanas, a las 32 semanas del 
embarazo, tras el parto y en cada una de las visitas de los controles (4 meses 
consecutivos) toman 30ml de sangre periférica, determina el índice de placa y gingival 
en la cara mesial del segundo premolar superior derecho y del canino inferior izquierdo 
y miden la cantidad de localizaciones interproximales con sangrado al sondaje. Además, 
determinan la blastogénesis linfocitaria inducida en sangre por antígenos (Streptococcus 
sanguis, Actinomyces viscosus, Bacteroides asaccharolyticus, B melaninogenicus 
intermedius, B ochraceus, F nucleatum) y por mitógenos (concavalina A, 
leucoaglutinina, pokeweed, estreptodornasa-estreptokinasa, toroide del tétanos fluido).  
Encuentran una depresión en la respuesta blastogénica de los linfocitos a cinco de 
los seís antígenos orales probados, que coincide en el tiempo con el desarrollo de la 
gingivitis gravídica. Dicha inmunosupresión estaría mediada tanto por factores 
presentes en el suero (extrínseca) como por mecanismos celulares. Sin embargo, sería 
más el resultado del mecanismos inmunosupresores asociados al embarazo que 




Cambios gingivales asociados al embarazo 
 
86 
Polan et al. (1990) aislan monocitos de sangre periférica de mujeres embarazadas 
en las semanas 19, 26, 30 y 36 del embarazo y de 16 mujeres sometidas a inducción de 
la ovulación. Encuentran una mayor secreción de IL-1 en los monocitos aislados en la 
fase lútea del ciclo (52,4±17,5UI/ml) en comparación con la fase folicular tardía 
(5,2±0,9UI/ml) o con el tercer trimestre del embarazo (7,0±1,5 UI/ml). De esta forma, 
concluyen que los niveles de progesterona correspondientes a la fase lútea inducen la 
secreción de IL-1, aunque concentraciones más elevadas, como las existentes en el 
tercer trimestre del embarazo, la inhiben. 
 
Raber-Durlacher et al. (1991) seleccionan a 9 mujeres embarazadas y las 
inducen gingivitis experimental (14 días) en la semana 25 del embarazo y 25 semanas 
tras el parto. Extraen sangre venosa y determinan el número total de células CD3, CD4, 
CD8, CD11b y CD19 positivas. Además, aíslan los monocitos y los estimula con 
Prevotella intermedia, con fitohemaglutinina purificada, con suero linfocitario de 
caballo, con concavalina A y con αCD3. 
Clínicamente encuentran que el índice de sangrado durante la gingivitis 
experimental es superior durante el embarazo que tras el parto.  
En número absoluto se reduce el número de linfocitos CD3 y CD4 durante el 
embarazo (linfocitos T) en comparación con post-parto; sin embargo, el número de 
células CD4 no está disminuido en cada embarazada de forma individual. El número de 
células CD8 y CD11 no está alterado en el embarazo respecto a post-parto y el número 
de células B CD19 está disminuído.   
En cuanto a la reactividad frente a diferentes antígenos no encuentran diferencias 
antes y después del parto. 
 
De forma global esta línea de investigación sugiere la existencia de cierta 
controversia entre los autores que encuentran una respuesta de los linfocitos reducida 
frente a la estimulación antigénica (Lopatin et al. 1980, O'Neil 1979a, Polan et al. 1990) 
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Segunda línea de investigación: estimulación de linfocitos tomados de sangre 
periférica de hombres y de mujeres no embarazadas con progesterona / estradiol 
 
Miyagi et al. (1993) aislan monocitos periféricos humanos de sangre venosa en 
16 adultos sanos y los incuban con estradiol (0,004, 0.4, 2.0, y 20 ng/ml) y con 
progesterona (0.2, 2.0, 20, 200 ng/ml), previa estimulación con LPS, para determinar la 
concentración de PGE2 sintetizada. 
Encuentran que la mera estimulación con LPS induce la producción de 2,42ng de 
PGE2. La adición de estradiol a 0,4ng/ml reduce la producción de PGE2 (-26,4%) y a 
20ng/ml la estimula (47,1%).  
Las concentraciones de progesterona de 2ng/ml y 20 ng/ml incrementan la 
producción de PGE2 (20.2 y 26.4%). La combinación de estradiol (0,4ng/ml)  y 
progesterona (20ng/ml), determina una producción de PGE2 igual que el grupo control 
y estradiol (20ng/ml)  y progesterona (20ng/ml) la incrementan hasta un 34,3%.  
Los resultados sugieren que los niveles elevados de estradiol y progesterone 
pueden estimular la producción de PGE2 en los macrofagos de la encía y exagerar la 
respuesta gingival durante el embarazo. 
 
Morishita et al. (1999), con una metodología muy similar al estudio anterior, 
aislan monocitos periféricos humanos de sangre venosa de  22 adultos sanos y los  
incubación con estradiol (0,04, 0,4, 2,0, y 20 ng/ml)  y progesterona (0,002, 0,02, 0,1, 
0,2, 2,0, 20, 200 ng/ml) previa estimulación con LPS, con el objetivo de evaluar la 
producción de IL-1β. Encuentran que la progesterona y el estradiol suprimen de forma 
dosis dependiente la producción de IL-1β por monocitos, aunque el efecto es mínimo en 
monocitos no estimulados con LPS. Estos resultados son similares a los publicados por 
Yuan et al. (2002) empleando la línea celular U937 tipo monocito en cultivo y 
granulomas inducidos en ratones en los que inyectan ambas hormonas. Obtienen que la 
estimulación con LPS incrementa la expresión de IL-1β, mientras que la adición de 
estrógeno y/o progesterona a niveles similares a los presentes en plasma junto con LPS 
reduce su expresión. De nuevo, las hormonas por si solas (LPS) no son capaces de 
alterar la expresión de IL-1β. Por tanto, parece que estas hormonas no alteran la 
capacidad de los monocitos de producir IL-1β, si no que modifican el efecto 
estimulatorio del LPS en los monocitos.   
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Tercera línea de investigación: estudios de biopsias con gingivitis experimental antes 
y después del parto 
 
Raber-Durlacher et al. (1993) inducen gingivitis experimental en nueve mujeres 
embarazadas durante 14 días en la semana 25 del embarazo y repiten el proceso 25 
semanas tras el parto. Toman biopsias de las papilas entre los caninos y los primeros 
premolares superiores (13-14, 23-24) y entre ambos premolares superiores (14-15, 24-
25) de forma sucesiva en cada visita (0, 4, 8 y 14 días) (13-14, 14-15, 23-24, 24-25). 
Las incisiones se realizan apicales al fondo del surco en vestibular y en lingual y se 
determina el número de células mediante la técnica de la inmunoperoxidasa. En el 
análisis no se incluye el infiltrado inflamatorio del tejido conectivo y se consideran dos 
zonas: el epitelio sulcular (epitelio sulcular oral y epitelio de unión) y el epitelio oral. 
Durante el embarazo el sangrado al sondaje interproximal es superior al 
encontrado tras el parto. Además, durante el embarazo encuentran niveles elevados de 
células de Langerhans (CD1) en el epitelio oral, mientras que están disminuidas en el 
epitelio sulcular. En ambas zonas, el número de células CD4 está incrementado durante 
el embarazo, incluso el día 0 del inicio del experimento, mientras que las células B y las 
CD14 (macrófagos y granulocitos) están reducidas.  
Los autores especulan sobre la potencial dirección del elevado número de 
linfocitos T presentes (CD4) hacia células Th1 con capacidad citolítica frente a células 
B y macrófagos, lo que les permitiría explicar el reducido número de estas células 
durante el embarazo. De esta forma, la citotoxicidad frente a la células de Langerhans y 
los macrófagos podría disminuir las fases iniciales del desarrollo de una respuesta 
inmune; mientras que la citotoxicidad dirigida frente a las células B podría resultar en 
una producción inadecuada de anticuerpos frente a bacterias asociadas con gingivitis (P. 
intermedia), lo que permitiría una manifestación clínica frente a la misma acumulación 
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Cuarta línea de investigación: Incubación de biopsias gingivales con progesterona 
y/o estradiol 
  
El-Attar 1976 incuba biopsias gingivales de 12 sujetos con encía sana y de 24 
con periodontitis con estradiol (20, 30, 40µg) o con progesterona y estradiol (15, 25, 
35µg) con la intención de determinar la concentración de PGE2. Encuentran que la 
producción de PGE2 es ocho veces superior en encía inflamada que en sana. Además, la 
adición de estradiol duplica la producción de PGE2 en ambos tipos de encía, y la 
combinación de ambas hormonas prácticamente triplica su concentración.  
 
Este mismo autor en 1982 (El-Attar et al. 1982), repite un experimento similar 
pero con más amplio rango de concentraciones hormonales (10-9, 10-7, 10-5, 10-3 M). Sus 
resultados confirman que la combinación de progesterona y estradiol en todas sus 
concentraciones incrementan de forma significativa la síntesis de PGE2.  
Por ello sugieren que la gingivitis gravídica puede ser debida a un incremento en 
la síntesis de PGE2 por parte de los tejidos gingivales como consecuencia de los niveles 
elevados de hormonas. 
 
3.4.2. Estudios clínicos 
 
De las cuatro líneas de investigación experimental anteriores se desprende que 
durante el embarazo existe una potencial respuesta reducida frente a los antígenos, un 
incremento en el número de células CD4 y una disminución de células B a nivel local. 
Además, los niveles elevados de hormonas que podrían encontrarse en el mismo 
podrían inducir un incremento en la producción de PGE2  y una reducción de IL-1β.  
 
Sin embargo, es escaso el número de estudios que han intentado establecer cuáles 
son los cambios reales que se producen en el campo del sistema inmune en mujeres 
embarazadas.  Dentro de ellos destaca el de Kinnby et al. (1996), que proponen que los 
cambios en los niveles hormonales observados durante el embarazo podrían tener un 
efecto supresor en el inhibidor del activador de plasminógeno-2 (PAI-2), como 
observan en aquellas mujeres con un alto grado de reactividad gingival frente a la 
acumulación de placa. 
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Por otro lado, Yuan et al. (2002) comparan las biopsias de cinco granulomas 
gravídicos extirpados en el segundo trimestre del embarazo con cinco  extirpados dos 
semanas tras el parto. Observan que la cantidad de vasos sanguíneos durante el 
embarazo es mayor que tras el parto, mientras que el porcentaje de células apoptóticas 
es superior tras el parto, lo que sugiere que la mayor parte de los vasos sanguíneos tras 
el parto está en fase de remisión. 
Mediante técnicas de inmunohistoquímica determinan que la mayor parte de la 
positividad para IL-1β y TNF-α durante el embarazo se encuentra en los macrófagos, 
mientras que tras el parto se encuentra en los linfocitos. El análisis mediante ELISA 
revela que los niveles de IL-1β son superiores durante el embarazo que tras el parto. 
Esos resultados difieren de los encontrados en los estudios de experimentación en los 
que se sugería que los niveles de hormonas correspondientes al embarazo reducían la 
producción de IL-1β (Polan et al. 1990, Morishita et al. 1999, Yuan et al. 2002). 
 
A parte de estos dos estudios sólo se encuentra en la literatura referencias en 
relación a los niveles de mediadores de la inflamación en FCG en relación con la 
potencial asociación existente entre periodontitis y prematuros de bajo peso al nacer. 
Así encontramos el estudio transversal de Offenbacher et al. (1998), en el que observa 
que los niveles de PGE2 en FCG medidos 48 horas antes o tres días desués del parto son 
superiores en mujeres que han dado a luz a prematuros de bajo peso al nacer en 
comparación con partos a término y con adecuado peso. Además, encuentran una 
relación significativa inversa entre los niveles de PGE2 y el peso al nacimiento, por lo 
que proponen que los marcadores bioquímicos del estado periodontal están asociados 
con un riesgo incremento de prematuros de bajo peso al nacimiento. 
 
Esudios similares son los realizados por Hasegawa et al. (2003) o Konopka et al. 
(2003) en los que encuentran niveles elevados de IL-1β en suero (Hasegawa et al. 2003) 
y de IL-1β y PGE2 en FCG (Konopka et al. 2003) de mujeres que han dado a luz a 
prematuros con bajo peso al nacer; o el de Canakci et al. (2007) en el que encuentran 
que los niveles de IL-1β y PGE2 tanto en suero como en FCG son superiores en mujeres 
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Se han realizado también estudios clínicos en los que se ha intentado determinar 
el papel del tratamiento periodontal (raspado y alisado radicular e instrucciones de 
higiene oral) realizado en cada uno de los trimestres del embarazo en los niveles de 
PGE2 en mujeres embarazadas (Yalcin et al. 2002a). Se observa una reducción 
significativa en los niveles de PGE2 entre el segundo y el tercer trimestre del embarazo 
y los autores concluyen que que el tratamiento periodontal puede haber sido el 
responsible de la reducción en los niveles de PGE2. Sin embargo, el estudio carece de 
un grupo control que permita llegar a esa conclusión. 
 
Otro estudio de tramiento de mayor calidad es el de Offenbacher et al. (2006). Se 
trata de un estudio clínico randomizado controlado en el que comparan el raspado y 
alisado radicular en el segundo trimestre del embarazo con no realizar tratamiento 
durante el embarazo y comprueban el efecto en los niveles de IL-1β entre otros 
maracadores. Encuentran que el tratamiento periodontal reduce los niveles de IL-1β y 
esto lo asocian a una reducción en el riesgo de parto prematuro.  
 
De este último grupo de estudios parece deducirse que los niveles elevados de IL-
1β y PGE2 en FCG durante el embarazo como consecuencia de una inflamación a nivel 
periodontal podrían tener cierto papel en la aparición de complicaciones del embarazo 
(pre-eclampsia, bajo peso o pretérmino), sin embargo, ninguno de ellos se ha centrado 
en la dirección opuesta, es decir, que quizás es el embarazo, como consecuencia de la 
elevacion en los niveles hormonales, el responsable de los cambios en dichos 
mediadores. 
 
 Ya que se ha descrito que durante el embarazo se produce una exacerbación en el 
grado de inflamación gingival y que los estudios in vitro sugieren un efecto de las 
hormonas sexuales femeninas en la producción de IL-1β y PGE2, resultaría interesante 
realizar un estudio que comprobara si la alteración en los niveles hormonales asociados 
al mismo puede tener alguna implicación en el nivel de los mediadores de la 
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JUSTIFICACIÓN 
Los estudios in vitro sugieren que la elevación de los niveles de hormonas 
sexuales femeninas (progesterona y estradiol) alteran la producción de IL-1β y PGE2 de 
forma sistémica y local, y postulan que estos cambios pueden ser los responsables del 
incremento en la inflamación gingival asociada al embarazo. Sin embargo, no existe 
ningún estudio clínico que haya enfocado este aspecto de forma prioritaria, tratanto de 




La inflamación gingival exagerada asociada al embarazo puede estar relacionada 
con el incremento en los niveles hormonales característicos del mismo y con el cambio 






1. Evaluar  de forma prospectiva los cambios gingivales que tienen lugar en un grupo de 
mujeres embarazadas, desde un punto de vista clínico, inmunológico y hormonal. 
 
2. Correlacionar el cambio en la inflamación gingival con las alteraciones en los niveles 
de hormonas en saliva y los niveles de IL-1β y PGE2 en FCG. 
 
3. Comparar los cambios gingivales que se producen en las mujeres embarazadas a lo 
largo de seis meses de embarazo, con aquellos que pudieran tener lugar en un grupo de 
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1. PACIENTES 
 
El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité Ético del Hospital 
Clínico Universitario San Carlos (Madrid). 
 
1.1. Población. 
Las mujeres fueron reclutadas de forma consecutiva del  Servicio de Obstetricia 
del Ambulatorio José Marvá (Área V del INSALUD de Madrid) (grupo embarazo) y del 
Servicio de Recepción de Pacientes de la Facultad de Odontología de la Universidad 
Complutense de Madrid (grupo no embarazo). 
 
Criterios de inclusión: 
 
1. Mujeres  con edades comprendidas entre los 20 y 35 años.  
2. Presencia de al menos 20 dientes naturales, excluyendo los terceros molares. 
3. Otorgar consentimiento informado por escrito y comprometerse a acudir a las 
citas establecidas. 
 
Criterios de exclusión: 
1. Fumadoras. 
2. Diagnóstico de periodontitis crónica o agresiva (Armitage, 1999). 
3. Presencia de patología aguda periodontal o dental. 
4. Presencia de enfermedades sistémicas o medicación que se considere pueda 
producir alteraciones a nivel periodontal. 
5. Haber recibido tratamiento antibiótico o profilaxis dental en los  6 meses 
previos. 
 
Además de cumplir con los criterios de inclusión/exclusión previamente descritos, 
las mujeres embarazadas fueron incluídas si se encontraban entre las semanas 12 a 14 de 
gestación en la primera visita del estudio. Por su parte, las mujeres no embarazadas 
fueron excluídas en el caso de estar tomando anticonceptivos orales, de estar 
embarazadas o con la intención de estarlo en los seis meses siguientes. 
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1.2. Selección de los sujetos. 
1.2.1. Mujeres embarazadas. 
Mediante una revisión exhaustiva de las historias clínicas consecutivas del 
Servicio de Obstetricia del Ambulatorio José Marvá (Área V del IMSALUD) se 
obtuvieron los teléfonos de aquellas mujeres que se encontraban entre la semana 12-14 
de gestación y que según la historia médica cumplían los criterios de inclusión (ausencia 
de enfermedades sistémicas y de medicación con potencial implicación a nivel 
periodontal). 
 Se concertó una cita en el Servicio de Odontología de dicho ambulatorio en la 
que se realizó una exploración periodontal completa que incluía la evaluación de la 
profundidad de sondaje, el nivel de inserción clínico y el sangrado al sondaje en seis 
localizaciones por diente en todos los dientes salvo los terceros molares. Tras haber 
establecido el diagnóstico periodontal de cada paciente, todas aquellas mujeres que 
cumplían  los criterios de inclusión / exclusión establecidos fueron invitadas a participar 
en el estudio.  
 
1.2.2.  Mujeres no embarazadas 
 Se obtuvieron las hojas de citaciones del Servicio de Recepción de Pacientes de 
la facultad de Odontología de la Universidad Complutense de Madrid (UCM) de las 
semanas precedentes al estudio y tras establecer contacto telefónico con las posibles 
candidatas, éstas fueron citadas en las clínicas del Master de Periodoncia de la Facultad 
de Odontología de la UCM para establecer su diagnóstico periodontal de forma similar 
a la descrita para el grupo embarazo. En el caso de cumplir con los criterios de 
inclusión/exclusión fueron invitadas a participar en el estudio. 
 
 
1.3. Potencia del estudio. 
El cálculo del tamaño muestral se realizó con el programa Sample Power 2.0. El 
estudio se diseñó para tener suficiente potencia como para detectar una diferencia real 
de 0,15 puntos  en el valor del índice gingival entre cualquiera de los periodos del 
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2. MÉTODO. 
2.1. Diseño del estudio.  
 
Se realizó un estudio clínico longitudinal, controlado y observacional de nueve 
meses de duración. 
Tras su inclusión en el estudio las mujeres embarazadas recibieron un total de 
cuatro visitas, una en cada uno de los trimestres del embarazo y la última, tres meses 
tras el parto. La cronología fue la siguiente: 
• Selección de pacientes. 
• Visita 1: 12-14 semanas de gestación (3º mes de embarazo). 
• Visita 2: 23-25 semanas de gestación (6º mes de embarazo). 
• Visita 3: 33-36 semanas de gestación (8º mes de embarazo). 
• Visita 4: 3 meses posparto. 
 
En el caso de las mujeres no embarazadas se realizaron dos visitas coincidiendo 
con las visitas 1 y 3 de las mujeres embarazadas. En dichas visitas, las mujeres debían 
encontrarse en la fase de cuerpo lúteo o secretora del ciclo genital femenino (día 17-21), 
con el fin de que en todas ellas existieran niveles hormonales parecidos (Zaki et al. 
1984, Machtei et al. 2004) 




En cada una de las visitas se registraron parámetros clínicos, se recogieron 
muestras de saliva y de fluido crevicular gingival (FCG) y se entregó un cepillo dental 
(Vitis access ®, Dentaid, Sant Cugat del Vallés, España) y un dentífrico (Colgate 
Total®, Colagte, Piscataway, NJ, Estados Unidos).  
Al inicio del estudio cada mujer recibe instrucciones de higiene oral básicas, sin 
hacer especial énfasis en la higiene interproximal y al finalizar todas recibieron una 
profilaxis dental. 
1º TRIMESTRE 2º TRIMESTRE 3º TRIMESTRE POSTPARTO 





Figura 18: Esquema general del estudio 
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2.2. Consentimiento informado. 
 
Las pacientes recibieron información detallada sobre las características y objetivos 
que se pretendían alcanzar con el estudio y todas ellas accedieron voluntariamente a 
participar en el mismo. Por ello se las entregó un consentimiento informado (Anexo I) 




Antes de iniciar las exploraciones, las pacientes rellenaron una encuesta con la 
intención de obtener información sobre su trasfondo socio-cultural (edad, nivel de 
estudios, profesión), así como sobre su última visita al dentista y su frecuencia de 
cepillado dental (Machuca et al. 1999; Yalcin et al. 2002) (Anexo II).  
 
2.4. Recogida de parámetros clínicos. 
 
La toma de datos clínicos se realizó después de la toma de muestras para evitar la 
potencial contaminación con sangre de las muestras de FCG y de saliva. En ella se 
incluyó el registro del índice de placa (IP) (Silness y Löe, 1964) y el índice gingival 
(IG) (Löe y Silness, 1963) en todos los dientes (excepto los terceros molares), en cuatro 
localizaciones por diente (mesial, distal, vestibular y lingual), con una sonda periodontal 
CPC-12 (Hu-Friedy, Leimen, Alemania).  
 
2.4.1. Índice de placa (Silness y Löe, 1964). 
Mide el grosor de la placa supragingival  a través de una escala que va de 0 a 3, 
sin necesidad de tinción:  
0. Ausencia de placa. 
1. Placa no visible, pero que puede extraerse del tercio cervical del diente con 
ayuda de una sonda. 
2. Acumulación moderada de placa en el área gingival que es apreciable a simple 
vista. 
3. Placa abundante en la zona, cubriendo incluso al diente adyacente. 
El índice se calcula sumando todas las puntuaciones y dividiendo entre el número 
de superficies analizadas. 
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2.4.2.  Índice gingival (Löe y Silness, 1963). 
Mide la salud de las encías en las mismas superficies y dientes y en la misma 
escala que el índice de placa. Los valores son: 
0. Encía sana. 
1. Ligera inflamación, discreto edema y cambio en el color. No hemorragia al 
sondaje. 
2. Inflamación moderada, enrojecimiento, edema. Hemorragia al sondaje. 
3. Inflamación severa, marcado enrojecimiento, edema y ulceración. Hemorragia 
espontánea. 
El índice se obtiene sumando todas las puntuaciones y dividiendo entre el número 
de superficies observadas. Los datos obtenidos permiten clasificar a los pacientes en 
función de su grado de gingivitis: 
a. Gingivitis leve: 0,1-1. 
b. Gingivitis moderada: 1,1-2. 




















Figura 19: Instrumental empleado para la exploración clínica. 
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2.5. Toma de muestras. 
2.5.1. Recogida de saliva. 
 
Las muestras de saliva fueron tomadas en primer lugar para evitar su potencial 
contaminación con sangre. 
 
Se realizó en el sillón dental con el respaldo vertical y la cabeza ligeramente 
inclinada hacia delante (Grau et al. 2002). Tras un enjuague con agua (Tallon et al. 
1984, Gann et al. 2001), se pidió a las pacientes que cerraran la boca y que al minuto 
tragaran saliva (periodo de equilibrio). Tras ello, volvían a cerrar la boca y mantenían en 
su interior la saliva producida, dejándola después fluir sobre un tubo de cristal estéril 
por un total de dos minutos (Grau et al. 2002). De esta forma se recogió la saliva total 
no estimulada de cada paciente (Zaki et al. 1984). 
 
Las muestras fueron tomadas siempre por la mañana para evitar las variaciones 
hormonales asociadas al ritmo circadiano de fluctuación de los esteroides (Morishita et 
al. 1988). 
 
Las muestras fueron congeladas a una temperatura de –20º C y almacenadas hasta 
su posterior análisis (Gann et al. 2001, Meulenberg & Hofman 1989, Morishita et al. 













Figura 20: Tubo de cristal estéril empleado para la recogida de 
las muestras de saliva. 
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2.5.2. Muestras de fluido crevicular gingival (FCG) 
 
2.5.2.1 Toma de muestras de FCG 
 
Las muestras de fluido crevicular gingival (FCG) se tomaron del surco gingival 
mesio-vestibular de ambos caninos superiores (13 y 23) mediante tiras de papel 
absorbente (Periopaper® Harco, Irvine, CA). La selección de las localizaciones se 
realizó en base a los resultados obtenidos en estudios clínicos previos que habían 
encontrado que durante el embarazo el mayor incremento en el grado de inflamación 
gingival se producía en los dientes anteriores (Löe 1965, Silness & Löe 1964). 
 
Para tomar las muestras se aisló la zona con rollos de algodón y se eliminó la 
placa supragingival presente mediante una cureta, teniendo especial cuidado en no tocar 
el margen gingival. La zona se secó mediante un suave chorro de aire contínuo durante 
5-10 segundos (Griffiths et al. 1992, Stoller et al. 1990, D´Aoust & Landry 1994).  A 
continuación se introdujo la tira de papel en el fondo del surco hasta sentir una suave 
resistencia y se mantuvo en posición durante 30 segundos (Alpagot et al. 2007, Nelson 
et al. 1992, Rawlinson et al. 2000, Weiger et al. 1989, Yucel et al. 2008).  
Las tiras de papel contaminadas con sangre se desecharon y se tomó una nueva 
muestra de FCG del surco mesivestibular del premolar adyacente (14 o 24). Si esta 













Figura 22: Tira de papel colocada en el 
surco gingival. 
Figura 21: Tira de papel Periopaper (R). 
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2.5.2.2. Cálculo del volumen de FCG. 
 
 A continuación se cuantificó el volumen de FCG obtenido mediante el Periotron 
8000 ® (Harco, Irvine, CA); para ello se extrapoló la lectura digital dada por el mismo 
con una curva de calibrado con suero fisiológico del aparato realizada previamente 
(Chapple et al. 1995, Chapple et al. 1999, Ciantar & Caruana 1998). Los sensores del 
aparto se limpiaban con etanol entre cada lectura.  
 
Inmediatamente después se guardó cada tira en un tubo Eppendorf Micro-Spin 















Figura 24: Periotron 8000 ®. Figura 23: Detalle con tira de papel colocada entre las 
valvas del Periotron 8000 ®. 
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2.6. Análisis de las muestras 
 
Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio de investigación de la 
Facultad de Odontología de la UCM. 
 
2.6.1. Análisis de hormonas en saliva. 
 
2.6.1.1.Preparación de las muestras 
 
Las muestras fueron descongeladas y centrifugadas a temperatura ambiente a 
3000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue recolectado y empleado para 
determinar la concentración de progesterona y estradiol en saliva (Chatterton et al. 
2005, Gann et al. 2001, Lequin et al. 1986, Lipson & Ellison 1996, Meulenberg & 
Hofman 1989).  
Ambas hormonas fueron analizadas mediante kits de determinación directa 
inmunoenzimática (ELISA: Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) (DIA.METRA 
S.r.l, Foligno, Italia) (Gándara et al. 2007, Tallon et al. 1984)  siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
 
2.6.1.2. Progesterona. 
Principio de la técnica 
 
El principio de esta técnica se basa en la competición de la progesterona presente 
en las muestras (antígeno) con el antígeno marcado con peroxidasa  de rábano por la 
unión a un número limitado de anticuerpos anti-progesterona previamente depositados 
en los pocillos facilitados por la casa comercial (fase sólida). Tras su incubación y 
lavado  queda separada la porción de progesterona libre de la unida y  se añade el 
sustrato del enzima (H2O2) y el sustrato TMB. Después de un periodo de tiempo 
adecuado para que se produzca el mayor desarrollo de color, se para  la reacción 
enzimática y se determina la absorbancia. La concentración de hormona de la muestra 
se calcula en base a una serie de estándares, siendo la intensidad del color inversamente 
proporcional a la concentración de progesterona de la muestra. 
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Instrumentación, material y reactivos 
 
Reactivos y materiales proporcionados por en el kit: 
• Solución estándar de progesterona a diferentes concentraciones (S0 a S4) (1 
ml) 
• Una botella de solución buffer de incubación (30 ml de buffer de fosfato). 
• Una botella de conjugado (progesterona conjugada con peroxidasa de rábano 
(0,4 ml). 
• Pocillos recubiertos de anticuerpo antiprogesterona tipo inmunoglobulina G. 
• Una botella de sustrato TMB y H2O2 (12 ml). 
• Una botella de solución stop (ácido sulfúrico 0,15 mol/l)  (12 ml). 
 
Todos los reactivos deben almacenarse entre 2º y 8ºC en ausencia de luz. La bolsa de 
los pocillos  sólo debe ser abierta cuando se encuentre a temperatura ambiente y debe 
ser cerrada inmediatamente después de su uso. 
 
Preparación de los reactivos: 
a) Soluciones estándar: 
La curva estándar se elaboró con cinco soluciones con concentraciones de 
progesterona previamente conocidas: 
 
 S0 S1 S2 S3 S4 
pg/ml 0 10 100 500 3000 
 
b) Conjugado diluido. 
Se preparó inmediatamente antes de ser usado añadiendo 10 µl de conjugado de 
progesterona a 1 ml de buffer de incubación. 
 
Procedimiento 
Se emplearon dos pocillos para cada uno de los puntos de la curva estándar  (S0-
S4), dos para el blanco y uno para cada muestra. 
En primer lugar se pipetearon las siguientes cantidades de las soluciones estándar, 
de muestra y de conjugado, que fueron depositados en los pocillos: 
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 Estándar Muestra Blanco 
Muestra --------- 50 µl ------- 
Estándar S0 a S4 50µl -------- ------- 
Conjugado  200µl 200µl ------- 
 
 
Todo ello se incubó a temperatura ambiente (20-25ºC) durante una hora, tras la 
cual, se eliminó el sobrante de cada pocillo  y se lavó con 300 µl de agua destilada 
(lavador automático). 
Posteriormente se añadió en cada pocillo el cromógeno (sustrato TMB) según las 
siguientes indicaciones: 
 
 Estándar Muestra Blanco 













 Se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad, tras los 
cuales se añadieron 100 µl de solución stop (ácido sulfúrico 0,15 mol/l) en todos los 
pocillos. 
Figura 25: Imagen añadiendo TMB en cada uno de los 
pocillos. 
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En este momento se llevaron los pocillos al lector de ELISA para leer la 
absorbancia a una longitud de onda de 450 nm contra el blanco. 
Cálculo de los resultados 
Los valores de concentración de progesterona de cada muestra se obtvieron 
aplicando un paquete estadístico con un programa para ajuste logístico de curvas de 
cuatro parámetros. 
 
Especificidad del kit: 
La reacción cruzada calculada al 50% es: 
- Progesterona: 100%. 
- 11 αOH progesterona: 18%. 
- 17 αOH progesterona: 16%. 
- 20 αOH progesterona: 1%. 
- Estradiol: <1x10-2%. 
- Testosterona: <1x10-2%. 
- Cortisol: <1x10-2%. 
- Colesterol: <1x10-3%. 
 
Precisión del kit: La precisión intra e inter-análisis presenta un coeficiente de variación  
de 2,9% y 4,8%, respectivamente. 
 
 
Figura 26: Lector para kits de ELISA 
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2.6.1.3.  17β-Estradiol. 
 
El principio de la técnica aplicada para calcular las concentraciones de estradiol 
en las muestras es el mismo que el de la progesterona. Este método permite determinar 
concentraciones de 17β-estradiol que varían desde 0 pg/ml a 100 pg/ml. 
 
En este caso las soluciones estándares presentan las siguientes concentraciones: 
 
 S0 S1 S2 S3 S4 
pg/ml 0 1 5 20 100 
 
La preparación de los reactivos así como el procedimiento a seguir fue el mismo que el 
de la progesterona, excepto por las siguientes diferencias: 
- Se pipetearon 100 µl de estándar, 100 µl de muestra y 100 µl de conjugado. 
 Estándar Muestra Blanco 
Muestra --------- 100 µl ------- 
Estándar S0 a 
S4 
100µl -------- ------- 
Conjugado  100µl 100µl ------- 
 
- La primera incubación se realizó a +37ºC durante 2 horas (en lugar de 1). 
- La segunda incubación se hizo  a temperatura ambiente (20-25ºC) durante 30 
minutos (en lugar de 15) en la oscuridad. 
 
Especificidad del kit 
La reacción cruzada calculada al 50% es: 
- 17β estradiol: 100%. 
- Estrona: 2,0%. 
- Estriol: 0,39%. 
- Testosterona: 0,02%. 
- Cortisol: 7x10-3%. 




Precisión del kit: La precisión intra e inter-análisis presenta un coeficiente de variación  
de 3,4% y 5,9%, respectivamente. 
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2.6.2. Análisis de las muestras de fluido crevicular gingival. 
2.6.2.1. Calibrado del Periotron 8000®. 
 
Se construyó una gráfica de calibrado para el Periotron 8000 ® de tal modo que 
permitiera transformar las unidades digitales dadas por el aparato en unidades de 
volumen (µl).  
 
En tiras de papel (Periopaper®) y con la ayuda de una jeringa Hamilton, se 
depositaron volúmenes conocidos de suero fisiológico (0,1 a 1,2 µl),  con incrementos 
de 0,1µl. Por cada volumen se realizaron tres medidas.  
 
Con los datos obtenidos se realiza un estudio de regresión siguiendo una ecuación 




























Figura 27: Curva de calibración del Periotron 8000® según un polinomio de cuarto grado. 
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2.6.2.2.  Elución de las muestras de FCG de las tiras de papel  
 
En primer lugar, las muestras de FCG fueron descongeladas hasta alcanzar 
temperatura ambiente. 
 
Para realizar la elución se elaboró una solución tampón (50mM de fosfato 
tampón, pH:7,2) con inhibidores de proteasas (0,1mM metilfenilsulfonil fluoruro, 
50mg/ml de leupeptina, pepstatina y antipaina) (Uematsu et al. 1996). 
 
Se añadieron 200µl de la solución de elución en cada tubo Eppendorf y se 
mantuvieron 20 minutos a 4º C. A continuación se centrifugó a 150.000 rpm durante 5 
minutos. La tira de papel se desechó y los sobrenadantes correspondientes a cada 
muestra se recolectaron en nuevos tubo Eppendorf para proceder a su análisis. 
 
 Las muestras tomadas del canino superior derecho (13) fueron empleadas para 
determinar la concentración de IL-1β, mientras que las tomadas en el canino superior 
























Figura 28: Colocación de tubos Eppendor en la centrífuga. 
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2.6.3. INTERLEUQUINA 1β  (IL-1β)  
Los niveles de IL-1β fueron cuatificados mediante un kit de determinación 
inmunoenzimática ELISA, siguiendo las indicaciones del fabricante (BLK Diagnostic 
International, Badalona, Barcelona, España). 
 
Principios de la técnica 
Un anticuerpo específico frente a la IL-1β se adhiere en los pocillos, de tal modo, 
que la IL-1β presente en la muestra o en las soluciones estándar se une a los anticuerpos 
de la base de los pocillos. Tras ellos, se añade un segundo anticuerpo frente a  IL-1β 
conjugado con biotina. De este modo, durante el proceso de incubación, la IL-1β  se 
unirá simultáneamente al anticuerpo inmovilizado en la base de los pocillos por un lado, 
y a la fase acuosa del anticuerpo conjugado con biotina por otra. 
 El exceso de conjugado de biotina no unida se retira mediante lavado y se añade 
la estreptavidina-peroxidasa (estreptavidina-HRP) que se une al anticuerpo conjugado 
con biotina, para completar el sándwich de cuatro elementos. Tras un periodo de 
incubación, se retira la estreptavidina-HRP no unida mediante lavado y se añade la 
solución sustrato reactiva con HRP. Se forma un producto coloreado en función de la 
cantidad de IL-1β presente en la muestra (directamente proporcional). La reacción 
finaliza mediante la adición de ácido y la absorbancia se mide a 450nm. Se prepara una 
curva estándar a partir de las diluciones de IL-1β conocidas y a partir de ella se 













Figura 29: Esquema de funcionamiento del kit de ELISA. 
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Instrumental, material y reactivos 
Reactivos y materiales proporcionados por en el kit: 
• Plato con 96 pocillos recubiertos de anticuerpo frente a IL-1β. 
• Solución de anticuerpo anti-IL-1β conjugado con biotina (100µl). 
• Solución de Estreptavidina-Peroxidasa (HRP) concentrada (150µl). 
• Solución estándar de IL-1β a una concentración de 500pg/ml. 
• Solución de lavado concentrada (20x) (50ml): PBS con 1% de Tween 20. 
• Solución buffer diluyente (12ml). 
• Solución buffer concentrada (20x) (PBS con 1% de Tween 20 y 10% 
BSA) (5ml). 
• Solución stop. 
• Solución sustrato I: tetrametilbenzidina (7 ml). 
• Solución sustrato II: 0,02% de peróxido de hidrógeno tamponado (7ml). 














Otros materiales no suministrados por el kit 
 Agua desionizada o destilada. 
 Pipetas de precisión. 
 Recipientes desechables para realizar las diluciones 
 Espectrofotómetro. 
 Lavador automático 
Figura 30: Componentes del Kit de ELISA para IL-1β. 
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Preparación de los reactivos: 
a) Solución de lavado 
Se preparó mezclando los 50ml del concentrado suministrado en 950 ml de agua 
desionizada. El pH se ajustó a 7,4. 
 
b) Solución Buffer. 
Se mezclaron los 5 ml de la solución buffer concentrada con 95 ml de agua 
destilada o desionizada. 
 
c) Conjugado de biotina. 
Se realizó una dilución 1:10 empleando la solución buffer. 
 
d)  Soluciones estándar de IL-1β. 
El estándar liofilizado se reconstituyó con agua destilada. La curva estándar se 
elaboró con siete soluciones con concentraciones de IL-1β previamente 
conocidas y preparadas a partir de la solución estándar de IL-1β diluida con 
solución buffer diluyente 
 
 S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 
pg/ml 0 3,9 7,8 15,6 31,3 62,5 125 250 
 
e) Solución de Estreptavidina-HRP. 
Se realizó una dilución 1:200 de la solución concentrada de estreptavidina-HRP. 
 
f) Solución del sustrato TMB. 
Se dispensaron volúmenes iguales de la solución sustrato I y II y se agitaron 
suavemente hasta que se obtuvo un color amarillo. En este paso es importante 
emplear pipetas y recipientes libres de metal para evitar la contaminación de la 
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Procedimiento 
Se emplearon dos pocillos para cada uno de los puntos de la curva estándar  (S0-
S7), dos para el blanco y uno para cada muestra. 
En primer lugar se lavaron por duplicado los pocillos en el lavador automático 
con 300µl de solución de lavado. El exceso de líquido se retiró con papel absorbente. 
A continuación, se pipetearon las siguientes cantidades de las soluciones estándar, 
de muestra, de diluyente y de conjugado: 
 
 Estándar Muestra Blanco 
Muestra --------- 50 µl ------- 
Estándar S0 a S7 50µl -------- ------- 
Diluyente 50µl 50µl 100µl 
Conjugado  50µl 50µl ------- 
 
 
Todo ello se incubó a temperatura ambiente (18-25ºC) en un agitador (100rpm) 
durante dos horas.  
 
Se eliminó el sobrante de cada pocillo  y se lavó tres veces con 300 µl de agua 
destilada (lavador automático), secando el líquido final remanente con papel absorbente. 
 
Posteriormente se añadió en cada pocillo la solución de estreptavidina-HRP según 
las siguientes indicaciones: 
 
 Estándar Muestra Blanco 
Estreptavidina-HRP 100 µl 100µl 100µl 
 
 
  Se incubó a temperatura ambiente durante una hora, en un agitador a 100rpm, 
tras los cuales se lavó 3 veces con 300µl de agua destilada (lavador automático), 
secando el líquido final remanente con papel absorbente. 
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Posteriormente se añadió en cada pocillo la solución sustrato TMB según las 
siguientes indicaciones: 
 
 Estándar Muestra Blanco 
Sustrato TMB 100 µl 100µl 100µl 
 
Se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos, en un agitador a 100rpm, 
evitando la exposición a luz intensa.  
 
En este momento, se frenó la reacción enzimática añadiendo 100µl de solución 
stop a cada pocillo y se llevó el plato al lector de kits ELISA para leer la absorbancia a 
una longitud de onda de 450 nm contra el blanco. 
 
Cálculo de los resultados 
Los valores de concentración de IL-1β de cada muestra se obtienen aplicando un 
paquete estadístico con un programa para ajuste logístico de curvas de cuatro 
parámetros.  
 
Sensibilidad del test: El límite de detección de IL-1β definida como la 
concentración resultante con una absorción significativamente mayor que la del medio 
de dilución es de 2pg/ml. 
 
Reproducibilidad intra-ensayo: 5,1%. Evaluada en tres experimentos 
independientes, cada uno con seis réplicas de seis muestras de suero conteniendo 
concentraciones diferentes de IL-1β. 
 
Reproducibilidad inter-ensayo: 5,6%. Evaluada en tres experimentos realizados 
por dos técnicos. En cada experimento se evaluaban 6 réplicas de 8 muestras con 
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2.6.4. PROSTAGLANDINA E2 (PGE2) 
La PGE2 es analizada mediante un kit de determinación inmunoenzimática 
ELISA, siguiendo las indicaciones del fabricante (DRG Diagnostic, DRG Instruments 
GmbH, Marburg; Alemania). 
 
Principio de la técnica 
Este test emplea una anticuerpo monoclonal anti-PGE2 que se une de forma 
competitiva con la PGE2 presente en la muestra. Tras un periodo de incubación, los 
reactivos que se encuentran en exceso son retirados y se añade el sustrato. Tras frenar la 
reacción con una solución stop, la intensidad de color generada es leída en un lector a 
405nm. Al igual que ocurría con la progesterona y el estradiol, en este caso, la 
intensidad de color generado es inversamente proporcional a la concentración de PGE2 
presente en los pocillos.  
 
Instrumental, material y reactivos 
Reactivos y materiales proporcionados por en el kit: 
• Plato con 96 pocillos recubiertos de anticuerpo de cabra específicos para IgG 
de ratón.  
• Conjugado (6ml): solución azul de fosfatasa alcalina conjugada con PGE2. 
• Anticuerpo (6ml): solución amarilla de anticuerpo monoclonal frente a 
PGE2. 
• Solución buffer (30 ml): solución salina con tris-buffer con proteínas y un 
sodio azide. 
• Solución de lavado concentrada (30 ml): solución salina con tris-buffer y 
detergentes. 
• Solución estándar de PGE2  con una concentración de 50.000pg/ml (0,5ml). 
• Sustrato p-Npp (20 ml): solución buffer de fosfato de p-nitrofenil. 
• Solución stop (5 ml): solución de fosfato trisódico en agua. 
 
Otros materiales no suministrados por el kit 
• Agua desionizada o destilada. 
• Pipetas de precisión. 
• Recipientes desechables para realizar las diluciones 
• Agitador para los pocillos. 
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Preparación de los reactivos: 
a) Soluciones estándar: 
La curva estándar se elaboró con siete soluciones con concentraciones de PGE2 
previamente conocidas: 
 
 S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 
pg/ml 0 39,1 78,1 156 313 625 1.250 2.500 
 
b) Conjugado de PGE2 
Se descongeló hasta alcanzar temperatura ambiente, puesto que es el único 
componente del kit que necesita ser mantenido a -20ºC para su conservación. 
 
c) Solución de lavado 





Figura 31: Kit de ELISA para PGE2. 
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Procedimiento 
Se emplearon dos pocillos para cada uno de los puntos de la curva estándar  (S0-
S7), dos para el blanco y uno para cada muestra. 
En primer lugar se pipetearon las siguientes cantidades de las soluciones estándar, 
de muestra, de conjugado y de anticuerpo, que fueron depositados en los pocillos: 
 
 Estándar Muestra Blanco 
Muestra --------- 100 µl ------- 
Estándar S0 a S7 100µl -------- ------- 
Conjugado  50µl 50µl ------- 
Anticuerpo 50µl  50µl ------- 
 
 
Todo ello se incubó a temperatura ambiente (20-25ºC) en un agitador durante dos 
horas a 500 rpm.  
Se eliminó el sobrante de cada pocillo  y se lavó con 400 µl de agua destilada 
(lavador automático), realizando un total de tres lavados y secando el líquido final 
remanente con papel absorbente. 
 
Posteriormente se añadió en cada pocillo el sustrato p-Npp según las siguientes 
indicaciones: 
 
 Estándar Muestra Blanco 
Sustrato p-Npp 200 µl 200µl 200µl 
 
 
  Se incubó a temperatura ambiente durante 45 minutos sin agitar, tras los cuales 
se añadiero 50 µl de solución stop en todos los pocillos. 
En este momento se llevó el plato al espectrofotómetro para leer la absorbancia a 
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Cálculo de los resultados 
Los valores de concentración de PGE2 de cada muestra se obtienen aplicando un 
paquete estadístico con un programa para ajuste logístico de curvas de cuatro 
parámetros. 
 
Reacciones cruzadas del kit 
- PGE2: 100%. 
- PGE1: 70%. 
- PGE3: 16,3%. 
- PGF1α: 1,4%. 
- PGF2α: 0,7%. 
- 6-keto-PGF1α: 0,6%. 
- PGA2: 0,1%. 
- PGB1: 0,1%. 
- 13, 14-dihidro-15-keto-PGF2α: <0,1%. 
- 6,15-keto-13,14-dihidro-PGF1α: <0,1%. 
- Tromboxano B2: <0,1%. 
- 2-araquidonilglicerol: <0,1%. 
- Anandamide: < 0,1%. 
- PGD2: <0,1%. 
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3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico de los datos ha sido realizado en el Centro de Cálculo de la 
Universidad Complutense de Madrid  mediante el programa SPSS version 16.0. 
 
3.1. ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA 
 
Se realiza estadística descriptiva de todas las variables analizadas en cada una de las 
visitas y para ambos grupos de estudio: 
 
• Variables socio-demográficas:  
o Edad. 
o Nivel de estudios: ninguno, primaria, secundaria, universidad. 
o Profesión: empleadas, profesiones liberales, amas de casa, estudiantes. 
 
• Variables relacionadas con los antecedentes odontológicos: 
o Frecuencia de cepillado dental: 3 veces/día, 2 veces/día, 1 vez/día, 
ocasionalmente. 
o Tiempo transcurrido desde la última visita al odontólogo: mayor o menor 
a un año. 
o Percepción del estado de salud bucal: bueno, malo, regular. 
 
• Variables clínicas: 
o Índice de placa e índice gingival: 
 De toda la boca. 
 Del sector anterior (incisivos y caninos). 
 Del sector posterior (premolares y molares). 
 De localizaciones interproximales (mesiales y distales). 
 De caras libres (vestibulares y linguales). 
o Porcentaje de localizaciones con placa. El índice de placa de Silness y 
Löe (1964) fue dicotomizado determinando la suma del porcentaje de 
localicaciones con índice de placa 1, 2 y 3. 
o Porcentaje de localizaciones con sangrado. El índice gingival de Löe y 
Silness (1963) fue dicotomizado determinando la suma del porcentaje de 
localizaciones con índice gingival 2 y 3. 
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o Porcentaje de localizaciones con inflamación. El índice gingival de Löe y 
Silness (1963) fue dicotomizado determinando la suma del porcentaje de 
localizaciones con índice gingival 1, 2 y 3. 
o Porcentaje de localizaciones con inflamación moderada. Se calcula el 
porcentaje de localizaciones se poseen un índice gingival igual a 2. 
o Porcentaje de localizaciones con inflamación severa. Se calcula el 
porcentaje de localizaciones que poseen un índice gingival igual a 3. 
o Con el fin de obtener un valor numérico que representara la reacción 
gingival a la placa, se estableció el cociente índice gingival / índice placa 
para cada individuo (Kinnby 1996, Abbas 1986, Trombelli 2004):  
 De toda la boca. 
 Del sector anterior (incisivos y caninos). 
 Del sector posterior (premolares y molares). 
 De localizaciones interproximales (mesiales y distales). 
 De caras libres (vestibulares y linguales). 
De esta forma, a mayor valor de este cociente, mayor será la respuesta 
inflamatoria frente a una misma acumulación de placa. 
 
• Variables bioquímicas en saliva: 
o Concentración de progesterona. 
o Concentración de estradiol. 
 
• Variables bioquímicas en FCG: 
o Concentración y cantidad de IL-1β en FCG. 
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3.2. ESTADISTICA ANALÍTICA. 
 
3.2.1. Estudio prospectivo a lo largo del embarazo. 
 
El sujeto fue considerado como la unidad de análisis.  
 
Debido a la pérdida de pacientes acontecida a lo largo del estudio fue necesario 
considerar tres grupos de mujeres: 
• Aquellas que acuden a todas las visitas – visitas 1, 2, 3 y 4 - (IAS: in all 
surveys). 
• Aquellas que acuden a todas las visitas durante el embarazo - visitas 1, 2 
y 3 - (IAS-E). 
• Aquellas que acuden a al menos una de las visitas (AVO: all valid 
observations). 
 
Los tres grupos fueron comparados mediante un ANOVA para muestras repetidas, 
sin encontrarse diferencias significativas entre ellos en ninguno de los parámetros 
analizados y en ninguna de las visitas.  
 
Para comprobar el ajuste a la normalidad de cada variable se aplicó el test de 
Kolmogorov-Smirnov a cada una de ellas. En aquellas variables con distribución normal 
se aplicaron test paramétricos y en aquellas con distribución no normal se aplicaron test 
no-paramétricos. 
 
El análisis prospectivo de las variables paramétricas se realizó mediante un 
análisis de la varianza (ANOVA) con medidas repetidas en el factor tiempo. Dicho 
análisis se seleccionó gracias a que permite la evaluación simultánea de varias visitas. 
Además, se aplicaron las correcciones de Greenhouse-Geisser (que dan un resultado 
más conservador) para corregir las potenciales variaciones de la asunción de esferidad. 
Esto se realizó independientemente del resultado del test de esfericidad (test de 
Mauchly). Tras ello, se realizaron comparaciones múltiples a posteriori para identificar 
el periodo o periodos de tiempo responsables de las diferencias. 
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En el caso de las variables no-paramétricas, dicho análisis se realizó mediante el 
test de Friedman con la corrección de Bonferroni junto con comparaciones post hoc 
para identificar la localización de las diferencias. 
 
 En cada variable realizaron dos análisis prospectivos: uno para IAS-E (n=42) y 
otro para IAS (n=26). Debido a la similitud de los datos encontrados y para evitar la 
reiteración de resultados, los datos que aparecen reflejados en este texto se 
corresponden con los datos de IAS-E para las visitas del embarazo (1º, 2º y 3º trimestre) 
(n=42) y de IAS para la visita de post-parto (n=26).  
 
La comparación de las variables clínicas en función de la localización (anteriores 
frente a posteriores y caras libres frente a caras interproximales) se realizó mediante el 
test de Student, debido a la distribución normal de estas variables.  
 
La correlación entre las variables paramétricas y no paramétricas se determinó 
mediante el coeficiente de Pearson y de Spearman, respectivamente. 
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3.2.2. Comparativa entre ambos grupos de estudio. 
 
Para estudiar la homogeneidad de los grupos de estudio se aplicó el test T-Student 
para la variable edad y el test χ2 para el resto de variables sociodemográficas y para 
aquellas relacionadas con los antecedentes odontológicos. 
 
Se realizaron dos análisis estadísticos entre ambos grupos de estudio, comparando 
las visitas de basal y 6 meses del grupo de no embarazadas: 
• Con las visitas de primer y tercer trimestre (IAS-E) del grupo de embarazadas.  
• Con la visita de postparto (IAS). 
 
De esta forma se estudió el efecto del tiempo (6 meses) en un grupo de mujeres 
embarazadas y en un grupo de mujeres no embarazadas.  Para ello se realizó un análisis 
de la varianza con medidas repetidas bifactorial. En el caso de que la interacción tiempo 
y grupo resultara estadísticamente signficativa (ES), esto implicaba que el efecto del 
tiempo era diferente entre ambos grupos, por lo que había que estudiar cada grupo de 
forma individual. Si la interacción tiempo y grupo no era ES, se asumía que el efecto 
del tiempo era similar en ambos grupos de estudio, por lo que se podía determinar el 
efecto global del factor grupo en el resultado obtenido. 
 
La comparación de ambos grupos de estudio en cada visita se realizó mediante el 
test T-Student, en el caso de las variables paramétricas y con el test U-Mann Whitney 
para muestras no pareadas, en el caso de las variables no-paramétricas. 
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1. SEGUIMIENTO. 
 
1.1. Grupo embarazo. 
 
Sesenta mujeres que se encontraban en el primer trimestre del embarazo y que 
cumplían los criterios de inclusión / exclusión fueron invitadas a participar en el 
presente estudio. De ellas, 48 firmaron el consentimiento informado y aceptaron formar 
parte del mismo. 
 
De las 48 mujeres que acudieron a la primera visita (AVO), tres sufren abortos 
espontáneos en el cuarto mes de embarazo, una experimenta parto prematuro en el 
séptimo mes, una es puesta en cuarentena para la tuberculosis en el sexto mes y otra 
rechaza acudir a la tercera visita por razones personales (falta de tiempo). Por tanto, 42 
mujeres embarazadas son seguidas durante el primer, segundo y tercer trimestre del 
embarazo (IAS-E).  
 
Tras el parto, 16 mujeres rechazan continuar en el estudio alegando razones 
personales (disponibilidad de tiempo) y debido a ello sólo 26 mujeres cumplen con las 
cuatro visitas del estudio (IAS).   
 
El análisis estadístico no encuentra diferencias estadísticamente significativas 
(ES) en los parámetros analizados entre las mujeres que acuden a todas las visitas y las 
que sólo acuden a alguna de ellas  (ANOVA para muestras repetidas). Para evitar la 
reiteración de datos, las tablas sólo reflejarán los resultados correspondientes a IAS-E 
(n=42) para las visitas correspondientes a primer, segundo y tercer trimestre del 
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AVO: all valid observations: mujeres que acuden a al menos una visita del estudio. 
IAS: in all surveys: mujeres que acuden a todas las visitas del estudio (n=26). 
IAS-E: mujeres que acuden a todas las visitas correspondientes al embarazo (n=42). 













Figura 32: Seguimiento del grupo embarazo. 
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1. 2. Grupo no embarazo. 
 
Treinta mujeres no embarazadas que cumplían los criterios de inclusión / 
exclusión previamente expuestos fueron invitadas a participar en el presente estudio. De 
ellas, 28 firmaron el consentimiento informado del estudio y aceptaron formar parte del 
mismo. 
 
De las 28 mujeres que acudieron a la primera visita (AVO), cuatro comenzaron a 
tomar anticonceptivos orales tras la primera visita y fueron excluidas del estudio. 
Además, otras cuatro mujeres rechazaron acudir a la segunda visita por razones 
personales (disponibilidad horaria). Por tanto, 20 mujeres fueron seguidas los seis meses 
del estudio (IAS). 
 
El análisis estadístico no encuentra diferencias ES en los parámetros analizados 
entre las mujeres que acuden a todas las visitas y las que sólo acuden a alguna de ellas  
(ANOVA para muestras repetidas). Para evitar la reiteración de datos, las tablas sólo 




Figura 33: Seguimiento del grupo de mujeres no embarazadas. 
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2. EVOLUCIÓN DEL EMBARAZO 
2.1. Variables clínicas. 
2.1.1. Índice de placa. 
 
• A lo largo del embarazo no se encontró un efecto del tiempo estadísticamente 
significativo (ES) (p=0,298). 
• En la visita inicial, el valor del índice de placa fue de 0,71±0,43. 
• En el segundo trimestre del embarazo, se observó una reducción no ES 
(p=0,177) del índice de placa, alcanzando un valor de 0,65±0,30. 
• En el tercer trimestre del embarazo, el índice de placa se mantuvo estable con un 
valor de  0,68±0,30 (p=0,288). 
• Tres meses tras el parto, los valores del índice de placa se incrementaron de 
forma no ES (p=0,082) respecto al tercer trimestre del embarazo, alcanzando niveles 
similares a los que existían en el primer trimestre del mismo (0,72±0,28). 
 
Índice de placa (toda la boca) 








Media (DE) 0,71 (0,43) 0,65 (0,33) 0,68 (0,30) 0,72 (0,28) 




Tabla 9 y Figura 34: Evolución del índice de placa correspondiente a toda la boca a lo largo del 
embarazo y tres meses tras el parto. 
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Dientes anteriores frente a dientes posteriores 
 
• A lo largo de todo el embarazo los dientes posteriores presentaron un índice de 
placa estadísticamente superior que los dientes anteriores (p<0,01). Tras el parto, las 
diferencias entre dientes anteriores y posteriores desaparecieron (p=0,075). 
• En cuanto a la evolución del índice de placa en cada sector, los dientes anteriores 
presentaron una tendencia no ES a la reducción en los valores del índice de placa 
durante el periodo del embarazo, que se invirtió tres meses tras el parto, con un 
incremento ES en el mismo (p=0,016). Los dientes posteriores no experimentaron 
cambios ES en el índice de placa a lo largo del embarazo. 
 
Índice de placa 








Anteriores 0,66 (0,46) 0,60 (0,36) 0,61 (0,35) 0,68 (0,33)*a 
Posteriores 0,75 (0,43) 0,69 (0,36) 0,73 (0,29) 0,76 (0,28) 





Tabla 10 y Figura 35: Evolución del índice de placa en dientes anteriores y posteriores. 
 
a Evolución prospectiva del índice de placa a lo largo del embarazo y tras el parto en dientes anteriores y 
posteriores. ANOVA para muestras repetidas.*p<0,05. 
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Caras libres y caras interproximales 
 
• A lo largo de todo el embarazo las caras libres presentaron un índice de placa 
estadísticamente superior que las caras interproximales (p<0,001). Esta diferencia se 
mantuvo tres meses tras el parto (p<0,001). 
• En cuanto a la evolución del índice de placa, tanto las caras libres como las caras 
interproximales no sufrieron cambios ES a lo largo del embarazo. Tras el parto, 
ambas localizaciones incrementaron sus valores de índice de placa de forma ES 
(p=0,047 y p=0,018,  para las caras interproximales y para las libres, 
respectivamente.) 
 
Índice de placa 








Interproximales 0,63 (0,43) 0,56 (0,33) 0,59 (0,30) 0,64 (0,28)*a 
Libres 0,79 (0,44) 0,74 (0,36) 0,76 (0,33) 0,81 (0,31)*a 




Tabla 11 y Figura 36: Evolución del índice de placa en caras interproximales y libres. 
 
a Evolución prospectiva del índice de placa a lo largo del embarazo y tras el parto en caras 
interproximales y caras libres. ANOVA para muestras repetidas.*p<0,05. 
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Porcentajes (Presencia / ausencia de placa) 
 
• Al transformar el índice del placa en dicotómico (presencia / ausencia de placa), 
se obtuvo que un 52,97% de las localizaciones presentaron placa en el primer 
trimestre, frente a un 49,31% en el segundo trimestre y un 52,67% en el tercero, no 
existiendo diferencias ES a lo largo del embarazo (p=0,268).  
 
• Tras el parto, el porcentaje de localizaciones con placa aumentó de forma ES 
(p=0,027) hasta alcanzar un valor de 57,82%. 
 
 
Índice de placa (%) (toda la boca) 








Media (DE) 52,97 (24,02) 49,31 (19,50) 52,67 (19,70) 57,82 (20,17) 




Tabla 12 y Figura 37: Evolución del porcentaje de localizaciones con placa. 
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2.1.2. Índice gingival. 
 
• A lo largo del embarazo se observó un efecto del tiempo ES (p=0,034). 
• En la visita inicial, el valor del índice gingival fue de 1,01±0,41. 
• En el segundo trimestre del embarazo, se encontró un incremento ES del índice 
gingival (p=0,039), alcanzando un valor de 1,13±0,43. 
• En el tercer trimestre del embarazo, el índice gingival se mantuvo con un valor 
de  1,14±0,44 (p=0,917). El valor del índice gingival en el tercer trimestre fue 
significativamente superior al del primer trimestre (p=0,025). 
• Tres meses tras el parto, el índice gingival disminuyó de forma no ES (p=0,086) 
hasta alcanzar un valor de 0,98±0,40. 
 
Índice gingival  (toda la boca) 








Media (DE) 1,01 (0,41) 1,13 (0,43) 1,14 (0,44) 0,98 (0,40) 





Tabla 13 y Figura 38: Evolución del índice gingival de toda la boca a  lo largo del embarazo y tres 
meses tras el parto. 
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Dientes anteriores frente a dientes posteriores 
 
• En el primer trimestre del embarazo, los dientes posteriores presentaron mayores 
valores de índice gingival que los dientes anteriores (p=0,022). En el segundo y 
tercer trimestre del embarazo y tres meses tras el parto, las diferencias entre dientes 
anteriores y posteriores desapareció (p>0,05). 
• En cuanto a la evolución del índice gingival en cada sector, los dientes anteriores 
sufrieron un incremento ES en el índice gingival entre el primer y el segundo 
trimestre del embarazo (p=0,015), que se mantuvo hasta el tercer trimestre. Tras el 
parto se observó una reducción no ES en el índice gingival. 
• Los dientes posteriores presentaron la misma tendencia general que los dientes 
anteriores, aunque en ellos no se encontraron diferencias ES (p=0,212).  
 
Índice gingival 








Anteriores 0,95 (0,50) 1,12 (0,50)*a 1,10 (0,54) 0,93 (0,39) 
Posteriores 1,06 (0,40) 1,14 (0,42) 1,16 (0,43) 1,02 (0,45) 





Tabla 14 y Figura 39: Evolución del índice gingival de dientes anteriores y posteriores. 
 
a Evolución prospectiva del índice gingival a lo largo del embarazo y tras el parto en los dientes anteriores 
y posteriores. ANOVA para muestras repetidas.**p<0,05. 
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Caras interproximales frente a caras libres 
 
• A lo largo de todo el embarazo y tres meses tras el parto, las caras libres 
presentaron mayores valores de índice gingival que las caras interproximales 
(p<0,001).  
 
• El valor del índice gingival de las localizaciones interproximales se incrementó 
de forma ES entre el primer y el segundo trimestre (p=0,037), manteniéndose 
constante el resto del embarazo. Tras el parto se observó una reducción no ES 
(p=0,054) en el índice gingival de las caras interproximales. El valor del índice 
gingival de las caras libres no cambió a lo largo del embarazo (p>0,05). 
 
Índice gingival 








Interproximales 0,90 (0,47) 1,05 (0,46)*a 1,05 (0,48) 0,83(0,43) 
Libres 1,12 (0,40) 1,21 (0,43) 1,23 (0,44) 1,12 (0,40) 




Tabla 15 y Figura 40: Evolución del índice gingival en caras interproximales y libres. 
 
a Evolución prospectiva del índice gingival a lo largo del embarazo y tras el parto en las caras 
interproximales y las libres. ANOVA para muestras repetidas.**p<0,05. 
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Frecuencia de distribución 
• Al analizar los datos en forma de porcentajes, se observa que entre el primer y el 
segundo trimestre del embarazo se produjo un incremento ES en el porcentaje de 
localizaciones con sangrado (p<0,05), con inflamación (p<0,05) y con inflamación 
moderada (p<0,01). 
• Entre el segundo y el tercer trimestre del embarazo se duplicó el porcentaje de 
localizaciones con inflamación severa (2 a 4%; p<0,05).  
• Tres meses tras el parto, el porcentaje de localizaciones con sangrado e 
inflamación se redujo, aunque esta disminución no fue ES (p<0,05). Lo mismo 
ocurrió con el porcentaje de localizaciones con inflamación moderada y severa. 
 
Porcentajes – media (DE) 








Sangrado 46,46 (17,96) 52,45 (19,40) 51,60 (19,33) 45,98 (19,23) 
pa  0,027 0,286 0,314 
Inflamación 51,44 (20,18) 57,53 (20,69) 56,44 (20,97) 49,92 (20,04) 
pa  0,037 0,370 0,089 
Inf. moderada  43,78 (15,47) 50,80 (17,84) 48,14 (16,97) 45,57 (18,23) 
pa  0,009 0,655 0,586 
Inf. severa  3,00 (6,70) 2,00 (4,60) 4,00 (6,30) 1,00 (2,10) 





Tabla 16 y Figura 41: Evolución del porcentaje de localizaciones con sangrado, inflamación, 
inflamación moderada (IG=2) e inflamación severa (IG=3) en toda la boca. 
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2.1.3. Reactividad gingival frente a la placa 
 
Para estudiar la respuesta inflamatoria frente a la acumulación de placa se calculó el 
cociente entre el índice gingival y el índice de placa en cada una de las embarazadas y 
en cada visita; de tal modo, que a mayor valor de este cociente, mayor grado de 
inflamación frente a una misma acumulación de placa. 
• A lo largo del embarazo se observó un efecto del tiempo ES (p=0,005). 
• En la visita inicial, el valor del IG/IP fue de 1,70±0,86. 
• En el segundo trimestre del embarazo, se produjo un incremento ES (p=0,002), 
alcanzando un valor de 1,93±0,72. 
• En el tercer trimestre del embarazo, el IG/IP se mantuvo con un valor de  
1,85±0,78 (p=0,203). 
• Tres meses tras el parto, el valor de IG/IP se redujo de forma ES (p<0,001) hasta 
alcanzar un valor de 1,53±0,99.  
 
  IG/IP (toda la boca) 








Media (DE) 1,70 (0,86) 1,93 (0,72) 1,85 (0,78) 1,53 (0,99) 




Tabla 17 y Figura 42: Evolución de la variable IG/IP de toda la boca a lo largo del embarazo y tres 
meses tras el parto. 
. 
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Dientes anteriores y dientes posteriores 
 
• En general, los dientes anteriores presentaron mayores valores de IG/IP que los 
dientes posteriores, aunque esta diferencia sólo fue ES en el tercer trimestre del 
embarazo (p<0,05). 
• El análisis independiente de los dientes anteriores y de los posteriores no reflejó 
cambios ES a lo largo del embarazo. 
• Tras el parto, la variable IG/IP se redujo tanto en dientes anteriores como en 
dientes posteriores (p<0,001). 
 
IG/IP 








Anteriores 2,09 (1,76) 2,23 (1,31) 2,94 (5,80) 1,79 (1,75)***a 
Posteriores 1,67 (0,80) 1,89 (0,79) 1,72 (0,79) 1,46 (0,80)***a 





Tabla 18 y Figura 43: Evolución de IG/IP en dientes anteriores y posteriores. 
 
a Evolución prospectiva de la variable IG/IP a lo largo del embarazo y tras el parto en los dientes 
anteriores y posteriores. Test de Friedman con correcciones de Bonferroni.***p<0,001. 
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Caras interproximales y caras libres 
 
• En general, las localizaciones interproximales presentaron mayores valores de 
IG/IP que las localizaciones libres, siendo esta diferencia ES en el segundo 
(p=0,010) y tercer trimestre del embarazo (p=0,029). 
• El análisis de las caras interproximales aisladas indica que en el segundo 
trimestre se produjo un incremento ES en el valor de IG/IP (p=0,029). Tras el parto 
se observa una reducción no ES en el IG/IP (p=0,126).  
• El análisis de las caras libres no refleja cambios ES a lo largo de todo el 
embarazo, aunque el máximo valor se alcanzó en el segundo trimestre del mismo. 
Tras el parto, el valor de IG/IP en las caras libres se redujo de forma ES (p=0,037). 
 
IG/IP 








Interproximales 1,77 (0,99) 2,19 (1,12)*a 2,12 (1,23) 1,67 (1,73) 
Libres 1,68 (0,86) 1,81 (0,69) 1,78 (0,76) 1,52 (0,72)*a 




Tabla 19 y Figura 44: Evolución de IG/IP en caras interproximales y libres. 
 
a Evolución prospectiva de la variable IG/IP a lo largo del embarazo y tras el parto en las caras 
interproximales y las libres. Test de Friedman con correcciones de Bonferroni.**p<0,05. 
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Alta y baja reactividad a la placa 
 
El grupo de mujeres embarazadas fue dividido en dos subgrupos en función de si los 
valores de IG/IP se encontraban por debajo o por encima de la mediana en el segundo 
trimestre del embarazo:  grupo de “baja” (BR o “alta” reactividad (AR) frente a la placa, 
respectivament (Kinnby et al. 1996). 
• Al comparar ambos grupos se observa que el grupo con AR presenta un efecto 
significativo del tiempo a lo largo del embarazo (p<0,001) con un incremento ES de 
IG/IP en el segundo trimestre, frente al grupo de BR en el que no se observan 
cambios a lo largo del embarazo (p=0,717). En ambos grupos se produce una 
reducción ES en el valor de IG/IP tres meses tras el parto. 
• Las diferencias entre ambos grupos son ES a lo largo de todo el embarazo. Sin 
embargo, tres meses tras el parto dichas diferencias desaparecen. 
 
IG/IP 








Alta reactiv. 1,85 (0,80) 2,46 (0,59)***a 2,17 (0,85) 1,72 (1,25)*a 
Baja reactiv. 1,55 (0,92) 1,39 (0,35) 1,52 (0,56) 1,27 (0,38)**a 




Tabla 20 y Figura 45: Evolución de IG/IP en los grupos con AR y BR. 
 
a Evolución prospectiva de la variable IG/IP a lo largo del embarazo y tras el parto en los grupos con AR 
y BR. Test de Friedman con correcciones de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
b Comparación de la variable IG/IP en los grupos con AR y BR. Prueba de Mann-Whitney. 
Resultados 
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2.2. Niveles de hormonas en saliva 
2.2.1. Progesterona 
 
• A lo largo del embarazo se oberva un efecto del tiempo ES (p<0,001). 
• En la visita inicial, la concentración de progesterona en saliva fue de 
249,75±196,03 pg/ml. 
• En el segundo trimestre del embarazo, se observa un incremento ES (p=0,005) 
en esta concentración, alcanzando un valor de 545,14±344,83 pg/ml. 
• En el tercer trimestre, la concentración de progesterona en saliva volvió a 
aumentar de forma ES para alcanzar un valor de 1543,10±760,38 pg/ml (p<0,001). 
• Tras el parto, los niveles de progesterona en saliva se redujeron drásticamente, 
llegando a niveles inferiores a los que existían en el primer trimestre del embarazo 
(11,11±20,16 pg/ml; p<0,001). 
 
Progesterona (pg/ml) 








Media (DE) 249,75 (196,03) 545,14 (344,83) 1543,10 (760,38) 11,11(20,16) 




Tabla 21 y Figura 46: Evolución de la concentración de progesterona en saliva a lo largo del embarazo y 
tres meses tras el parto. 
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2.2.2. Estradiol. 
 
• A lo largo del embarazo se observa un efecto del tiempo ES (p<0,001). 
• En la visita inicial, la concentración de estradiol en saliva fue de 0,96±2,56 
pg/ml. 
• En el segundo trimestre del embarazo, se observa un incremento ES (p<0,005) 
en esta concentración, alcanzando un valor de 4,94±12,35 pg/ml. 
• En el tercer trimestre, la concentración de estradiol en saliva volvió a aumentar 
de forma ES para alcanzar un valor de 24,38±32,12 pg/ml (p<0,05). 
• Tras el parto, los niveles de estradiol en saliva cayeron drásticamente, llegando a 













Media (DE) 0,96 (2,56) 4,94 (12,35) 24,38 (32,12) 0,02 (0,09) 




Tabla 22 y Figura 47: Evolución de la concentración de estradiol en saliva a lo largo del embarazo y tres 
meses tras el parto. 
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2.3. Variables bioquímicas en FCG 
2.3.1. Interleuquina 1β  
Cantidad de IL-1β 
 
• De forma global, la cantidad de IL-1β no presentó diferencias ES a lo largo del 
embarazo (p=0,076). 
• En el primer trimestre la cantidad de IL-1β en FCG fue de 30,05±27,05 pg. 
• En el segundo trimestre, se observó una reducción no ES en esta cantidad, 
alcanzando un valor de 23,28±22,98 pg (p=0,312). 
• En el tercer trimestre, la cantidad de IL-1β aumentó de forma no ES alcanzando 
niveles similares a los del primer trimestre (30,45±24,61pg; p=0,058). 
• Tras el parto, la cantidad del IL-1β en FCG se redujo hasta valores inferiores a 
los que existían en el primer trimestre del embarazo (17,46±16,64 pg). Esta 
reducción fue ES (p=0,001). 
 
IL-1β  (pg) 








Media (DE) 30,05 (27,05) 23,28 (22,98) 30,45(24,61) 17,46 (16,64) 
pa  0,312 0,058 0,001 
 
 
Tabla 23 y Figura 48: Evolución de los valores de la cantidad de IL-1β en FCG a lo largo del embarazo 
y tres meses tras el parto. 
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Concentración de IL-1β 
 
• De forma global, la concentración de IL-1β no presentó diferencias ES a lo largo 
del embarazo (p=0,660). 
• En el primer trimestre, la concentración de IL-1β en FCG fue de 
73,12±57,93ng/ml 
• En el segundo trimestre, se observó una reducción no ES en esta concentración, 
alcanzando un valor de 70,01±69,68 ng/ml (p=0,765). 
• En el tercer trimestre, la concentración de IL-1β aumentó de forma no ES hasta 
alcanzar un valor de 85,27±69,66 ng/ml (p=1,000). 
• Tras el parto, la concentración del IL-1β en FCG se redujo hasta valores 
inferiores a los que existían en el primer trimestre del embarazo 
(51,78±53,58ng/ml). Esta reducción fue ES (p=0,020). 
 
 
IL-1β  (ng/ml) 








media (DE) 73,12 (57,93) 70,01 (69,68) 85,27 (69,66) 51,78 (53,58) 




Tabla 24 y Figura 49: Evolución de la concentración de IL-1β en FCG a lo largo del embarazo y tres 
meses tras el parto. 
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Alta y baja reactividad frente a la placa 
 
• No se encontraron diferencias ES entre los grupos con alta y baja reactividad frente 




 Baja reactividad Alta reactividad 
 n  Media (SD) n Media (SD)  
Valor de pb 
Cantidad (pg)      
1º trimestre 21 30,28 (27,80) 21 29,81 (26,95) 0.814 
2º trimestre 21 26,06 (29,30) 21 20,00 (13,56) 0.734 
3º trimestre 21 26,26 (23,13) 21 34,35 (25,36)*a 0.274 
Post-parto 11 18,32 (19,56)*a 11 20,41 (16,71)*a 0.815 
Concentración (ng/ml)       
1º trimestre 21 65,87 (46,15) 21 84,86 (68,46) 0.531 
2º trimestre 21 79,25 (86,07) 21 55,79 (42,34) 0.850 
3º trimestre 21 73,07 (66,11) 21 94,50 (71,03) 0.230 
Post-parto 11 63,19 (65,55) 11 45,68 (37,83) 0.586 
 
 
Tabla 25: Niveles de IL-1β en los grupos con alta y baja reactividad. 
 
a Test de Friedman con correcciones de Bonferroni. Significación al comparar cada periodo con el 
inmediatamente anterior. *:p<0,05. 
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2.3.2. Prostaglandina E2 
Cantidad de prostaglandina E2 (PGE2) 
 
• De forma global, la cantidad de PGE2 no presentó diferencias ES a lo largo del 
embarazo (p=0,660). 
• En el primer trimestre la cantidad de PGE2 en FCG fue de 19,85±6,77 pg. 
• En el segundo trimestre, la concentración de PGE2 fue muy similar a la del 
primer trimestre (19,46±7,38 pg; p=1,000). 
• En el tercer trimestre, la cantidad de PGE2 aumentó de forma no ES alcanzando 
un valor de 21,41±10,41pg (p=0,162). 
• Tres meses tras el parto, la cantidad de PGE2 se mantuvo en valores similares a 




Tabla 26 y  Figura 50: Evolución de la cantidad de PGE2  en FCG a lo largo del embarazo y tres meses 
tras el parto. 
Test de Friedman con correcciones de Bonferroni. Significación al comparar cada periodo con el 
inmediatamente anterior. 
 Debido a razones técnicas sólo pudieron analizarse los resultados correpondientes a 23 embarazadas y a 
14 tras el parto. 
 
PGE2 (pg) 








media (DE) 19,85 (6,77) 19,46 (7,38) 21,41 (10,41) 20,71 (8,80) 
pa  1,000 0,162 0,075 
Resultados 
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Concentración de prostaglandina E2 (PGE2) 
 
• De forma global, la concentración de PGE2 no presentó diferencias ES a lo largo 
del embarazo (p=0,433). 
• En el primer trimestre la concentración de PGE2 en FCG fue de 67,32±35,75 
ng/ml. 
• En el segundo, la concentración de PGE2 se mantuvo en niveles similares a los 
del trimestre anterior (68,75±30,89 ng/ml; p=0,282). 
• En el tercer trimestre, la concentración de PGE2 aumentó de forma no ES 
alcanzando un valor de 69,56±31,62 ng/ml (p=0,099). 







Tabla 27 y Figura 51: Evolución de la concentración de PGE2 en FCG a lo largo del embarazo y tres 
meses tras el parto. 
 













media (DE) 67,32 (35,78) 68,75 (30,89) 69,56 (31,62) 50,36 (23,06) 
pa  0,282 0,099 0,018 
Resultados 
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Alta y baja reactividad frente a la placa 
 
• No se encontraron diferencias ES entre los grupos con alta y baja reactividad frente 




 Baja reactividad Alta reactividad 
 n  Media (SD) n Media (SD)  
Valor de pb 
Cantidad (pg)      
1º trimestre 12 20,24 (6,00) 11 19,27 (8,10) 0.698 
2º trimestre 12 20,62 (7,55) 11 17,61 (6,19) 0.262 
3º trimestre 12 28,12 (31,28) 11 18,6 (6,21) 0.757 
Post-parto 7 17,15 (7,90) 7 18,94 (7,73) 0.586 
Concentración (ng/ml)       
1º trimestre 12 70,26 (39,89) 11 60,41 (29,18) 0.558 
2º trimestre 12 72,39 (30,96) 11 51,46 (27,31) 0.083 
3º trimestre 12 81,75 (55,29) 11 64,66 (30,84) 0.339 
Post-parto 7 50,34 (22,41)*a 7 65,41 (41,36) 0.517 
 
 
Tabla 28: Niveles de PGE2 en los grupos con alta y baja reactividad. 
 
a Test de Friedman con correcciones de Bonferroni. Significación al comparar cada periodo con el 
inmediatamente anterior. *:p<0,05. 
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2.4. Correlaciones 
2.4.1. Variables clínicas 
 
• Se observa una correlación ES entre el incremento del índice gingival y el 
incremento en el índice de placa entre el primer y el segundo trimestre del embarazo 
(p=0,004, r=0,433). El resto de los cambios experimentados por el índice gingival, 
no están correlacionados de forma ES con los incrementos en el índice de placa. 
 
 
Figura 52: Evolución del IP y del IG a lo largo del estudio. 
 
• Considerando de forma aislada los dientes anteriores y posteriores, sólo se 
encuentran correlaciones ES entre los incrementos en el índice de placa y el índice 
gingival en los dientes posteriores entre primer y segundo trimestre (p=0,011; 
r=0,387). El incremento experimentado por el índice gingival de los dientes 
anteriores a lo largo del embarazo, no está correlacionado con el incremento en los 
valores del índice de placa. 
 
• En cuanto a las caras interproximales y las libres, sólo existe correlación ES para 
las caras interproximales entre primer y segundo trimestre (p<0,001; r=0,551). Los 
cambios experimentados en el índice gingival de las caras libres, no está 
correlacionado de forma ES con cambios en los niveles del índice de placa. 
Resultados 
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• Considerando los valores en forma de porcentajes, existe una correlación ES 
entre el incremento en el porcentaje de localizaciones con inflamación o sangrado 
entre el primer y el segundo trimestre y el incremento en el porcentaje de 
localizaciones con placa (p=0,010; r=0,392 para el porcentaje de localizaciones con 






















IP e IG (Toda la boca) 0,004 (0,433) 0,675 0,305 
IP e IG (Anteriores) 0,114 0,872 0,173 
IP e IG (Posteriores) 0,011 (0,387) 0,404 0,912 
IP e IG (Proximales) <0,001 (0,551) 0,653 0,096 
IP e IG (Libres) 0,134 0,616 0,637 
Inflamación y placa (%) 0,010 (0,392) 0,203 0,530 
Sangrado y placa (%) 0,004 (0,445) 0,355 0,219 
 
Tabla 23: Correlación entre el incremento en los valores del IP y del IG entre las visitas del estudio, 
considerando toda la boca de forma global y de forma aislada los dientes anteriores o posteriores y las 
caras interproximales o libres. 
Resultados 
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2.4.2. Variables clínicas y hormonales 
 
• No existe ninguna correlación ES entre el incremento en los niveles de 
hormonas en saliva y el incremento en el índice gingival a lo largo del embarazo; ni 



















IG General Anterior Posterior 
Progesterona 0,331 0,305 0,484 1º-2º T 
Estradiol  0,507 0,973 0,276 
Progesterona  0,669 0,399 0,958 2º-3º T 
Estradiol  0,356 0,712 0,232 
Progesterona  0,731 0,738 0,808 3º T-PP 
Estradiol  0,425 0,650 0,278 
 
Tabla 24: Correlaciones entre el incremento en los niveles de progesterona y estradiol en saliva y el 
cambio en el IG de toda la boca, de dientes anteriores y de dientes posteriores. 
Resultados 
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Porcentajes y niveles hormonales 
• No existe ninguna correlación ES entre el porcentaje de localizaciones con 
inflamación o con sangrado y los niveles de progesterona o estradiol en saliva. 
 
• Tampoco existe ninguna correlación ES entre el incremento en el porcentaje de 
localizaciones con inflamación o con sangrado observado a lo largo del embarazo y 
el incremento en los niveles de progesterona o estradiol en saliva. 
 
   Correlación de Pearson: significación (p). 
 
   Correlación de Pearson: significación (p). 
 Inflamación (%) Sangrado (%) 
1º T Progesterona 0,196 0,297 
 Estradiol  0,369 0,527 
2º T Progesterona  0,125 0,099 
 Estradiol  0,076 0,051 
3º T Progesterona  0,652 0,558 
 Estradiol  0,533 0,560 
PP Progesterona  0,148 0,241 
 Estradiol  0,318 0,479 
 
Tabla 25: Correlaciones entre los niveles de progesterona y estradiol en saliva y el porcentaje de 
localizaciones con inflamación o sangrado. 
 Inflamación (%) Sangrado (%) 
1º-2º T Progesterona 0,400 0,297 
 Estradiol  0,676 0,221 
2º-3º T Progesterona  0,561 0,593 
 Estradiol  0,326 0,293 
3º T-PP Progesterona  0,679 0,686 
 Estradiol  0,482 0,629 
 
Tabla 26: Correlaciones entre el incremento en los niveles de progesterona y estradiol y el porcentaje de 
localizaciones con inflamación o sangrado. 
Resultados 
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2.4.3. Variables inmunológicas y hormonales e inmunológicas 
 
• Debido a que no se observan cambios significativos en los niveles de IL-1β y 
PGE2 en FCG a lo largo del embarazo, no se pueden establecer correlaciones entre 
dichos supuestos cambios y los cambios en el grado de inflamación gingival ni en 
las concentraciones de hormonas en saliva durante ese periodo. 
 
• La reducción de los niveles de IL-1β (cantidad y concentración) y en la 
concentración de PGE2 observadas tres meses tras el parto, no resultan estar ES 
correlacionados con la reducción experimentada por el índice gingival ni por la 
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3. COMPARACIÓN ENTRE LOS GRUPOS. 
3.1. Homogeneidad de los grupos de estudio 
 
Edad 
La edad media al inicio del estudio es de 30,15 años (rango: 20-35 años) y de 
24,38 años (rango: 22-26 años) para el grupo embarazo y no embarazo, 
respectivamente, siendo la diferencia entre ambos estadísticamente significativa 
(p=0,001) (T-Student). 
 
Origen de la población 
 
El 63,2% del grupo mujeres embarazadas son de nacionalidad española, frente al 
96,2%  del grupo de no embarazadas. En la figura 52 se puede observar la distribución 
de frecuencias en función de la nacionalidad de ambos grupos de estudio. El análisis 





Figura 53: Distribución de los sujetos en función de su nacionalidad en ambos grupos de estudio. 
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Profesión   
 
En función de la profesión, las mujeres son clasificadas en funcionarias, 
empleadas, profesiones liberales, amas de casa y estudiantes.  
En el grupo de embarazo, la mayor parte de las mujeres son empleadas (51,8%), 
seguidas de amas de casa (23,2%), profesiones liberales (16,1%) y funcionarias (8,9%). 
En este grupo, no hay ninguna estudiante. 
En el grupo de no embarazadas, la profesión más frecuente es la liberal (61,5%), 
seguida de estudiantes (23,1%) y empleadas (15,4%). En este caso no hay funcionarias 
ni amas de casa. 
El análisis estadístico encuentra diferencias ES entre ambos grupos (p=0,001). 
 
 
Nivel de estudios  
 
En cuanto al nivel de estudios, el 40,7% de las embarazadas tienen estudios 
universitarios, frente al 96,2% de las no embarazadas. El 3,8% restante del grupo de no 
embarazo posee estudios hasta la educación secundaria, frente al 50% del grupo de 
embarazo. Un 1,9% y un 7,4% de las embarazadas no poseen ningún tipo de estudios o 
poseen un nivel de educación primaria, respectivamente. 




Variables relacionadas con el estado de salud bucodental de las participantes. 
 
El cuestionario realizado a las mujeres refleja que no existen diferencias 
estadísticamente significativas en el tiempo transcurrido desde la última visita al 
odontólogo entre ambos grupos (p=0,254). El 65,4% de las no embarazadas y el 47,4% 
de las embarazadas han ido al odontólogo hace menos de un año. El 23,1% y el 28,1% 
de las no embarazadas y embarazadas, respectivamente, ha ido hace más de un año; y el 
11,5% y el 24,6% de las no embarazadas y embarazadas, respectivamente, ha ido hace 1 
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En cambio, la percepción individual del estado bucal es estadísticamente diferente 
entre ambos grupos (p=0,003), con un 88,5% de las no embarazadas que consideran 
que su estado bucal es bueno, frente a un 7,7% que consideran que es regular y tan sólo 
un 3,8%  que consideran que es malo.  
En el grupo de embarazadas, un 49,1% considera que su estado bucal es bueno, seguido 
de un 40,4% que lo considera regular y un 10,5% que lo considera malo (Figura 56). 
 
 
Por último, en cuanto a la frecuencia de cepillado no se encuentran diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos (p=0,315), con un 76,9% de las no 
embarazadas y un 59,6% de las embarazadas que se cepillan al menos 3 veces al día. 
Un 23,1% y 31,6% de las no embarazadas y embarazadas, respectivamente, se cepillan 
2 veces al día; y un 7% y un 1,8% de las embarazadas se cepillan 1vez al día o de 
forma esporádica, respectivamente. Ninguna de las no embarazadas se encuentra en 
estos dos últimos grupos (Figura 57). 
 
 
En general, se puede decir que ambos grupos son homogéneos en cuanto al origen 
geográfico, al momento de la última visita al odontólogo y a la frecuencia de cepillado. 
Sin embargo, el grupo embarazo posee mayor edad media, menor nivel de estudios, la 
mayor parte son empleadas y la percepción de su estado bucal está repartido entre 
bueno y regular. Frente al grupo de no embarazadas, que son más jóvenes, tienen un 
mayor nivel de estudios, se dedican sobre todo a profesiones liberales y la percepción 
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 Embarazo No embarazo p 





Nivel de estudios: 
   Ninguno 
   Primaria 
   Secundaria 













   Empleada 
   Profesión liberal 
   Ama de casa 












Frecuencia de cepillado dental: 
   3 veces/día 
   2 veces/día 
   1 vez/día 












Última visita al odontólogo: 
    < 1 año 
    1 año 










Percepción del estado de salud 
bucal: 
   Malo 
   Regular 













Tabla 27: Características socio-demográficas de ambos grupos de estudio. 
 
a Test T-Student 
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3.2. Comparación embarazo y no embarazo: 
 
3.2.1. Variables clínicas 
 
3.2.1.1.  Índice de placa 
 
• No existe una interacción ES entre el tiempo y el grupo (p=0,994), es decir, el 
efecto del tiempo en el índice de placa fue similar en ambos grupos; sin embargo, sí 
que existen diferencias ES entre ambos grupos de forma global (p=0,049). 
• En la primera visita, el valor del índice de placa de toda la boca para el grupo de 
embarazadas fue de 0,71±0,43 y para el grupo de no embarazadas de 0,53±0,31. La 
diferencia entre ambos grupos no fue ES (p=0,114). 
• Seis meses después, el índice de placa de ambos grupos se mantuvo 
relativamente constante respecto a la visita inicial (p=0,374). El valor del índice de 
placa para el grupo de embarazadas en el tercer trimestre fue de 0,68±0,30 y para el 
grupo de no embarazadas de 0,50±0,23, siendo la diferencia entre ambos ES 
(p=0,028).  
 
Presencia / ausencia de placa 
 
• Si se transforman los valores del índice de placa en dicotómicos 
(presencia/ausencia), la interacción entre el tiempo y el grupo sigue sin ser ES 
(p=0,567) y  la diferencia global entre los grupos desaparece (p=0,129). 
• El porcentaje de localizaciones con placa en la primera visita para el grupo 
embarazo fue de 52,97±24,02% y para el grupo de no embarazo de 46,28±21,91%, 
siendo la diferencia entre ambos no ES (p=0,305). 
• En la visita correspondiente al tercer trimestre del embarazo,  el porcentaje de 
localizaciones con placa en el grupo de embazadas fue de 52,67±19,70%. En el 
grupo de no embarazadas fue de 43,07±16,30%. La diferencia entre ambos grupos 
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 Índice de placa  Índice de placa (%)  




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,71 (0,43) 0,68 (0,30) 52,97 (24,02) 52,67 (19,70) 
No embarazo (n=20) 0,53 (0,31) 0,50 (0,23) 46,28 (21,91) 43,07 (16,30) 
pa 0,114 0,028 0,305 0,069 
 
Tabla 28: Comparació del IP en valor absoluto y en porcentaje entre el grupo de mujeres embarazadas y 
no embaradas, en las visitas correpondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 







Figura 54: Comparación del porcentaje de localizaciones con placa entre el grupo de embarazadas y no 
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Dientes anteriores y dientes posteriores  
 
• Ni en dientes anteriores ni en posteriores existe una interacción ES entre el 
tiempo y el grupo (p=0,851 y p=0903, para anteriores y posteriores, 
respectivamente).  
• En los dientes anteriores no existieron diferencias ES de forma global en función 
del grupo (p=0,121), sin embargo, las mujeres embarazadas tendieron a tener 
valores de índice de placa superiores a los de las no embarazadas (p>0,05). 
• En los dientes posteriores, se produjo un efecto global del grupo ES (p=0,024). 
Tanto en el primer como en el tercer trimestre, los valores del índice de placa en los 
dientes posteriores fueron superiores de forma ES en el grupo embarazo frente al no 
embarazo (p=0,038 y p=0,012 para primer y tercer trimestre, respectivamente).  
 
 Dientes anteriores Dientes posteriores 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,66 (0,46) 0,61 (0,35) 0,75 (0,43) 0,73 (0,29) 
No embarazo (n=20) 0,50 (0,43) 0,46 (0,26) 0,56 (0,26) 0,54 (0,25) 





Tabla 29 y Figura 55: Comparación del IP en dientes anteriores y posteriores entre el grupo de mujeres 
embarazadas y no embarazadas. 
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Caras interproximales y caras libres 
• Ni en caras interproximales ni en caras libres existió una interacción ES entre el 
tiempo y el grupo (p=0,903). 
• En las caras interproximales no se produjeron diferencias ES de forma global en 
función del grupo (p=0,127), aunque el grupo embarazo tendió a tener valores de 
índice de placa superiores a los del grupo no embarazo (p>0,05). 
• En las caras libres se produjo un efecto global del grupo ES (p=0,024). Tanto en 
el primer como en el tercer trimestre, los valores del índice de placa en los caras 
libres fueron significativamente superiores en el grupo embarazo frente al no 
embarazo, aunque la diferencia sólo fue ES en el tercer trimestre (p=0,017). 
 
 Caras interproximales Caras libres 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,63 (0,43) 0,59 (0,30) 0,79 (0,44) 0,76 (0,33) 
No embarazo (n=20) 0,50 (0,30) 0,45 (0,24) 0,57 (0,33) 0,55 (0,25) 





Tabla 30 y Figura 56: Comparación del IP en caras interproximales y libres entre el grupo de mujeres 
embarazadas y no embarazadas en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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3.2.1.2. Índice gingival. 
 
• Existe una interacción ES entre el tiempo y el grupo (p=0,045), lo que implica 
que el efecto del tiempo en el índice gingival es diferente en ambos grupos de 
estudio: 
o En el grupo de embarazadas el índice gingival se incrementó de forma 
ES entre el primer y el tercer trimestre (p=0,025). 
o En el grupo de no embarazadas el índice gingival no experimentó 
cambios ES a lo largo del periodo de observación (0,383). 
• En la primera visita, el valor del índice gingival de toda la boca para el grupo de 
embarazadas fue de 1,01±0,42 y para el grupo de no embarazadas de 0,65±0,44. La 
diferencia entre ambos grupos fue ES (p=0,005). 
• Seis meses después, el índice gingival para el grupo de embarazadas fue de 
1,14±0,44 y para el grupo de no embarazadas de 0,58±0,28, siendo la diferencia 
entre ambos ES (p<0,001).  
Índice gingival  
 1º trimestre - media (DE) 3º trimestre- media (DE) 
Embarazo (n=42) 1,01 (0,42) 1,14 (0,44) 
No embarazo (n=20) 0,65 (0,44) 0,58 (0,28) 
pa 0,005 <0,001 
 
 
Tabla 31 y Figura 57: Comparación del IG entre el grupo de mujeres embarazadas y no embarazadas en 
las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
a T-Student para muestras independientes.  
Resultados 
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Inflamación (localizaciones con índice gingival 1, 2 o 3) 
• El porcentaje de localizaciones con inflamación no presentó una interacción ES 
entre el tiempo y el grupo (p=0,097), es decir, el tiempo afectó de la misma forma a 
ambos grupos de estudio. 
 
• El efecto del grupo fue ES (p<0,001), de tal forma, que tanto en el primer como 
en el tercer trimestre, el porcentaje de localizaciones con inflamación fue 
significativamente superior en el grupo de embarazadas que en el de no 
embarazadas (p=0,002 y p<0,001, para primer y tercer trimestre, respectivamente). 
 
 
Sangrado (localizaciones con índice gingival 2 o 3) 
• El porcentaje de localizaciones con sangrado presentó una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo (p=0,043), de tal forma que el factor tiempo afectó de forma 
diferente a ambos grupos: 
o En el grupo embarazo se produjo un incremento ES en el porcentaje de 
localizaciones con sangrado (p=0,024). 
o En el grupo de no embarazadas, el porcentaje de localizaciones con 
sangrado no experimentó cambios ES  (p=0,368). 
 
• Tanto en el primer como en el tercer trimestre el grupo embarazo tuvo un mayor 
porcentaje de localizaciones con sangrado (p=0,003 y p<0,001, respectivamente). 
 
 Inflamación (%) Sangrado (%) 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 51,44 (20,18) 56,44 (20,97) 46,46 (17,96) 51,60 (19,33) 
No embarazo (n=20) 32,97 (21,03) 29,89 (14,42) 31,01 (19,77) 27,71 (13,37) 
pa 0,002 <0,001 0,003 <0,001 
 
Tabla 32: Comparación del porcentaje de localizaciones con inflamación o con sangrado entre el grupo 
de mujeres embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del 
embarazo. 
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Dientes anteriores y posteriores 
• En los dientes anteriores se produjo una interacción ES entre el tiempo y el 
grupo (p=0,003), lo que implica que en este sector, el índice gingival se comportó 
diferente entre ambos grupos: 
o En el grupo de embarazadas se produjo un incremento ES en el índice 
gingival (p=0,007). 
o En el grupo de no embarazadas, el índice gingival sufrió una reducción 
no ES (p=0,093). 
• En los dientes posteriores no existió una interacción ES entre el tiempo y el 
grupo (p=0,403), lo que implica que el efecto del tiempo es el mismo en ambos 
grupos, sin cambios ES en ninguno de ellos (p=0,354). 
• Tanto en dientes anteriores como en posteriores el índice gingival fue 
significativamente superior en el grupo de embarazadas que en el de no 
embarazadas (p=0,031 en el primer trimestre  de dientes anteriores y p<0,001 para 
el resto). 
 Dientes anteriores Dientes posteriores 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,95 (0,50) 1,10 (0,54) 1,06 (0,40) 1,16 (0,43) 
No embarazo (n=20) 0,64 (0,47) 0,47 (0,30) 0,65 (0,43) 0,66 (0,29) 
pa 0,031 <0,001 <0,001 <0,001 
 
 
Tabla 33 y Figura 58: Comparación del IG en dientes anteriores y posteriores entre las mujeres 
embarazadas y no embarazadas en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
. a T-Student para muestras independientes.  
Resultados 
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Caras interproximales y caras libres 
 
• El índice gingival a nivel de las caras interproximales no presentó una 
interacción ES entre el tiempo y el grupo (p=0,085), lo que implica que el tiempo 
afectó igual a ambos grupos (p=0,473). 
• El índice gingival a nivel de las caras libres sí presentó una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo, lo que implica que el tiempo no afectó igual a ambos grupos: 
o En el grupo embarazo se produjo un incremento ES (p=0,030). 
o En el grupo no embarazo se produjo una reducción no ES (p=0,263). 
• Tanto en las caras interproximales como en las libres, el índice gingival en las 
mujeres embarazadas fue significativamente superior que en las no embarazadas 
(p<0,05 y p<0,001 en primer y tercer trimestre, respectivamente). 
 
Índice gingival 
 Caras interproximales Caras libres 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,90 (0,47) 1,05 (0,48) 1,12 (0,40) 1,23 (0,44) 
No embarazo (n=20) 0,56 (0,48) 0,50 (0,35) 0,74 (0,43) 0,65 (0,28) 
pa 0,011 <0,001 0,002 <0,001 
 
 
Tabla 34 y Figura 59: Comparación del IG en caras interproximales y libres entre el grupo de mujeres 
embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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3.2.1.3. Reacción inflamatoria a la placa (IG/IP) 
 
• La reacción inflamatoria a la placa no presentó una interacción ES entre el 
tiempo y el grupo (p=0,319), lo que implica que el tiempo se comportó igual en 
ambos grupos (p=0,927). 
• En la primera visita, el valor de IG/IP en el grupo de embarazadas fue de 
1,70±0,86 y en el grupo de no embarazadas de 1,35±0,76, siendo la diferencia entre 
ambos grupo  no ES (p=0,132). 
• Seis meses después, el valor de IG/IP en el grupo de embarazadas aumentó de 
forma no ES hasta 1,85±0,78  y en el grupo de no embarazadas se redujo de forma 




 1º trimestre - media (DE) 3º trimestre- media (DE) 
Embarazo (n=42) 1,70 (0,86) 1,85 (0,78) 
No embarazo (n=20) 1,35 (0,76) 1,23 (0,54) 




Tabla 35 y Figura 60: Comparación del valor de IG/IP entre el grupo de mujeres embarazadas y no 
embarazadas, en las visitas correpondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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Dientes anteriores y dientes posteriores 
 
• La reacción inflamatoria a la placa (IG/IP) no presentó una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo para ninguno de los dos tipos de dientes (p=0,129 para dientes 
anteriores y p=0,838 para dientes posteriores), lo que implica que el tiempo afectó 
igual a ambos grupos. 
• En los dientes anteriores el efecto del grupo tampoco fue ES (p=0,279), de tal 
modo que no existieron diferencias ES entre IG/IP en los dientes anteriores del 
grupo de mujeres embarazadas y no embarazadas. 
• En los dientes posteriores el efecto del grupo sí fue ES (p=0,012). Analizando de 
forma individual cada visita, se observa que la diferencia sólo fue ES en el primer 
trimestre del embarazo (p=0,044). 
 
 Dientes anteriores Dientes posteriores 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 2,09 (1,76) 2,94 (5,80) 1,67 (0,80) 1,72 (0,79) 
No embarazo (n=20) 2,13 (2,33) 1,11 (0,57) 1,24 (0,68) 1,34 (0,67) 
pa 0,941 0,176 0,044 0,075 
 
 
Tabla 36 y Figura 61: Comparación de IG/IP en dientes anteriores y posteriores entre el grupo de 
mujeres embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del 
embarazo. 
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Caras interproximales y caras libres 
 
• La reacción inflamatoria a la placa (IG/IP) no presentó una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo en las caras interproximales ni en las libres, lo que implica que 
el tiempo afectó igual a ambo grupos (p=0,140 para caras interproximales y 
p=0,443, para caras libres). 
• En las caras interproximales el efecto global del grupo sí que fue ES (p=0,002), 
de tal modo que la reacción inflamatoria a la placa en esas localizaciones fue 
superior en mujeres embarazadas que no embarazadas, aunque la diferencia 
considerando cada visita de forma aislada sólo fue ES para el tercer trimestre 
(p=0,153 para primer trimestre y p=0,001, para tercer trimestre). 
• En las caras libres el efecto global del grupo no fue ES aunque se encuentra 
cercano a la significación (p=0,056). En el primer trimestre del embarazo no 
existieron diferencias ES entre los grupos (p=0,278). En el tercer trimestre, las 
diferencias entre los grupos sí que fueron ES, con las mujeres embarazadas 
presentando valores de GI/PI superiores a los de las no embarazadas (p=0,035). 
 
 Caras interproximales Caras libres 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 1,77 (0,99) 2,12 (1,23) 1,68 (0,86) 1,78 (0,76) 
No embarazo (n=20) 1,35 (1,18) 1,12 (0,53) 1,43 (0,79) 1,33 (0,74) 
pa 0,153 0,001 0,278 0,035 
 
 
Tabla 37 y Figura 62: Comparación de IG/IP en caras interproximales y libres entre mujeres 
embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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Porcentajes 
 
• La reacción inflamatoria a la placa en formato de porcentajes (porcentaje de 
localiaciones con inflamación o sangrado entre el porcentaje de localizaciones con 
placa) no presenta interacción ES entre el tiempo y el grupo (p=0,403 para 
inflamación/placa y p=0,233 para sangrado/placa). 
• En ninguna de las dos variables existe un efecto ES a lo largo del tiempo 
(p>0,05), aunque el efecto del grupo es ES en ambos casos (p<0,001 para 
inflamación/placa y p=0,001 para sangrado/placa), con el grupo embarazo 




 Inflamación/ placa Sangrado /placa 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 1,08 (0,50) 1,14 (0,41) 0,98 (0,44) 1,06 (0,40) 
No embarazo (n=19) 0,79 (0,46) 0,72 (0,30) 0,75 (0,46) 0,66 (0,28) 
pa 0,032 <0,001 0,068 <0,001 
 
 
Tabla 38 y Figura 63: Comparación del porcentaje de localizaciones con inflamación o sangrado entre el 
porcentaje de localizaciones con placa entre el grupo de mujeres embarazadas y no embarazadas, en las 
visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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3.2.2.  Niveles de hormonas en saliva 
Progesterona 
• La concentración de progesterona en saliva presentó una interacción ES entre el 
tiempo y el grupo (p<0,001), de tal forma que el tiempo tuvo una influencia 
diferente en cada grupo. 
• En la primera visita, correspondiente al primer trimestre del embarazo, la 
concentración de progesterona en saliva en el grupo de embarazadas fue de 
249,75±196,03 pg/ml y en el grupo de no embarazadas de 20,63±30,12 pg/ml. La 
diferencia entre ambos grupos fue ES (p<0,001). 
• Seis meses después, el grupo de embarazadas experimentó un incremento ES en la 
concentración de progesterona en saliva (p<0,001), que alcanzó un valor medio de 
1543,10±760,38 pg/ml. El grupo de no embarazadas no experimentó cambios ES en 
la concentración de progesterona (p=0,344). En esta visita, ambos grupos 
presentaron diferencias ES (p<0,001). 
 
Progesterona (pg/ml)  
 1º trimestre - media (DE) 3º trimestre- media (DE) 
Embarazo (n=42) 249,75 (196,03) 1543,10 (760,38) 
No embarazo (n=20) 20,63 (30,12) 40,03 (91,12) 
pa <0,001 <0,001 
 
 
Tabla 39 y Figura 64: Comparación de la concentración de progesterona en saliva entre el grupo de 
mujeres embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del 
embarazo.  a Test de Mann Whitney.  
Resultados 
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Estradiol 
 
• La concentración de estradiol en saliva presentó una interacción ES entre el 
tiempo y el grupo (p=0,002), de tal forma que el tiempo tuvo una influencia 
diferente en cada grupo. 
• En la primera visita, correspondiente al primer trimestre del embarazo, la 
concentración de estradiol en saliva en el grupo de embarazadas fue de 0,93±2,56 
pg/ml y en el grupo de no embarazadas de 0,01±0,06 pg/ml. La diferencia entre 
ambos grupos fue ES (p=0,024). 
• Seis meses después, el grupo de embarazadas experimentó un incremento ES en 
la concentración de estradiol en saliva (p<0,001), que alcanzó un valor medio de 
24,38±32,12 pg/ml. El grupo de no embarazadas no experimentó cambios ES en la 
concentración de estradiol (p=0,763). En esta visita, ambos grupos presentaron 
diferencias ES (p<0,001). 
 
Estradiol (pg/ml)  
 1º trimestre - media (DE) 3º trimestre- media (DE) 
Embarazo (n=42) 0,93 (2,56) 24,38 (32,12) 
No embarazo (n=20) 0,01 (0,06) 0,01 (0,04) 
pa 0,024 <0,001 
 
 
Tabla 40 y Figura 65: Comparación de la concentración de estradiol en saliva entre mujeres 
embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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3.2.3. Variables bioquímicas en FCG 
3.2.3.1. Interleuquina 1β  
 
• Ni la cantidad ni la concentración de IL-1β presentaron una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo (p=0,785 y p=0,371, para cantidad y concentración, 
respectivamente). El efecto del tiempo no fue ES para ninguno de los dos 
parámetros (p=0,269 y p=0,231 para cantidad y concentración, respectivamente).  
 
• En la primera visita, la cantidad de IL-1β en FCG en el grupo de embarazadas 
fue de 30,05±27,05 pg y en el grupo de no embarazadas de 3,71±3,25 pg, siendo la 
diferencia entre ambos ES (p<0,001). Seis meses después, la cantidad de IL-1β en 
FCG no ha experimentado cambios ES en ninguno de los dos grupos (p=0,269), por 
lo que la diferencia entre ambos grupos continúa siendo ES (p<0,001). 
 
• En cuanto a la concentración de IL-1β en FCG, en la primera visita fue de 
73,12±57,93 ng/ml en el grupo de embarazadas y 14,56±17,29 ng/ml en el grupo de 
no embarazadas. La diferencia entre ambos grupos fue ES (p<0,001). Seis meses 
después, las diferencias entre ambos grupos continúan siendo ES (p<0,001). 
 
 
 Cantidad (pg) Concentración (ng/ml) 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=42) 30,05 (27,05) 30,45 (24,61) 73,12 (57,93) 85,27 (69,66) 
No embarazo (n=19) 3,66 (3,39) 4,54 (5,90) 14,00 (18,13) 12,00 (10,69) 
pa <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
 
Tabla 47: Comparación de la cantidad y concentración de IL-1β en FCG entre el grupo de mujeres 
embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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Figura 66: Comparación de la cantidad y concentración de IL-1β en FCG entre el grupo de mujeres 
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3.2.3.2. Prostaglandina E2. 
 
Debido a problemas técnicos con uno de los kits de PGE2 sólo se pudieron analizar 23 
muestras de embarazadas en la tercera visita y diez muestras de no embarazadas en la 
segunda visita, por lo que los datos de la comparativa de este apartado se refieren a ese 
número de pacientes. 
 
• Ni la cantidad ni la concentración de PGE2 presentaron una interacción ES entre 
el tiempo y el grupo (p=0,314 y p=0,771 para cantidad y concentración, 
respectivamente), lo que implica que el tiempo se comportó de la misma forma en 
ambos grupos. 
 
• El efecto del tiempo no fue ES en ninguno de los dos grupos (p=0,563 y 
p=0,784, para cantidad y concentración, respectivamente). 
 
• En la primera visita, la cantidad de PGE2 en FCG en el grupo de mujeres 
embarazadas fue de 19,85±6,77 pg y en el grupo de no embarazadas de 21,88±13,88 
pg, siendo la diferencia entre ambos grupos no ES (p=0,168). Seis meses después la 
cantidad de PGE2 no experimentó cambios ES en ninguno de los dos grupos, por lo 
que diferencia entre ambos continúa siendo no ES (p=0,878). 
 
• En cuanto a la concentración de PGE2, en la primera visita fue de 67,32±35,78 
ng/ml en el grupo de mujeres embarazadas y de 80,39±69,17 ng/ml en el de no 
embarazadas, siendo la diferencia entre ambos no ES (p=0,865). Seis meses después 
no se produjeron cambios ES en ninguno de los grupos, por lo que la diferencia 
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PGE2 
 Cantidad (pg) Concentración (ng/ml) 




1º trimestre - 
media (DE) 
3º trimestre - 
media (DE) 
Embarazo (n=23) 19,85 (6,77) 21,41 (10,41) 67,32 (35,78) 69,56 (31,62) 
No embarazo (n=10) 21,88 (13,88) 16,09 (8,18) 80,39 (69,17) 76,78 (53,38) 




Tabla 48 y Figura 67: Comparación de la cantidad y concentración de PGE2 entre el grupo de mujeres 
embarazadas y no embarazadas, en las visitas correspondientes al primer y tercer trimestre del embarazo. 
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3.3. Comparación post-parto con no embarazo 
3.3.1. Variables clínicas 
 
Tres meses después del parto las mujeres del grupo embarazo presentaron: 
 
• un índice de placa de toda la boca significativamente superior que el de las no 
embarazadas en la visita de los seis meses (p=0,008). Lo mismo ocurre analizando 
de forma aislada los dientes anteriores (p=0,019), los dientes posteriores (0,008), las 
caras interproximales (p=0,025) y las libres (p=0,006). 
• un porcentaje de localizaciones con placa significativamente mayor que el de 
las que no han estado embarazadas (57,81% frente a 43,07%) (p=0,012). 
 
 General Anteriores Posteriores Proximales Libres 
Post-parto  0,72 (0,28) 0,68 (0,33) 0,76 (0,28) 0,64 (0,28) 0,81 (0,31) 
No embarazo  0,50 (0,23) 0,46 (0,26) 0,54 (0,25) 0,45 (0,24) 0,55 (0,26) 
pa 0,008 0,019 0,008 0,025 0,006 
 
Tabla 49: Comparación del IP de toda la boca, de dientes anteriores y posteriores y de caras 
interproximales y libres entre el grupo de post-parto y el de no embarazo. 
a: Prueba T para muestras independientes. 
 
Índice gingival 
• un índice gingival de toda la boca significativamente superior que el de las 
mujeres no embarazadas (p=0,001). Lo mismo ocurre con el índice gingival de los 
dientes anteriores (p<0,001), de los posteriores (p=0,004), de las caras 
interproximales (p=0,008) y de las libres (p<0,001). 
• un porcentaje de localizaciones con inflamación o con sangrado 
significativamente superior que el de las que no han estado embarazadas (p=0,001). 
 
 General Anteriores Posteriores Proximales Libres 
Post-parto  0,98 (0,40) 0,93 (0,39) 1,02 (0,45) 0,83 (0,43) 1,12 (0,40) 
No embarazo  0,58 (0,28) 0,47 (0,30) 0,66 (0,29) 0,50 (0,35) 0,66 (0,29) 
pa 0,001 <0,001 0,004 0,008 <0,001 
 
Tabla 50: Comparación entre el IG de toda la boca, de dientes anteriores y posteriores y de caras 
interproximales y libres entre el grupo de post-parto y el de no embarazadas. 
a: Prueba T para muestras independientes. 
Resultados 
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Reacción inflamatoria a la placa 
• una reacción inflamatoria a la placa (IG/IP) similar al de las mujeres que no 
han estado embarazadas (p=0,235). Lo mismo ocurre en dientes anteriores 
(p=0,109), posteriores (p=0,623), caras interproximales (0,191) y caras libres 
(p=0,384), así como si se analiza en forma de porcentajes (inflamación/placa, 
p=0,110; y sangrado/placa, p=0,094). 
 
 General Anteriores Posteriores Proximales Libres 
Post-parto  1,53 (0,99) 1,79 (1,75) 1,46 (0,80) 1,67 (1,73) 1,52 (0,72) 
No embarazo  1,22 (0,54) 1,11 (0,57) 1,34 (0,67) 1,12 (0,53) 1,33 (0,74) 
pa 0,235 0,109 0,623 0,191 0,384 
Tabla 51: Comparación de la variable reacción inflamatoria a la palca en toda la boca, en dientes 
anteriores y posteriores, en caras interproximales y libres, entre el grupo de post-parto y el de no 
embarazadas. 
a: Test de Mann-Whitney. 
 
Por tanto, se observa que tres meses tras el parto se siguen manteniendo las diferencias 
ES que existían durante el embarazo para el índice de placa, el índice gingival, el 
porcentaje de localizaciones con placa y el porcentaje de localizaciones con sangrado. 
Las diferencias en cuanto a la reacción inflamatoria a la placa (IG/IP) que existía 
durante el embarazo desaparece (p>0,05). 
 
3.3.2. Niveles de hormonas en saliva 
 
• Tres meses tras el parto las mujeres recuperaron los niveles habituales de 
hormonas en saliva siendo éstos similares a los que existieron en mujeres no 
embarazadas a lo largo del estudio (p=0,186 para la progesterona y p=0,540 para el 
estradiol). 
Hormonas en saliva (pg/ml)  
 Progesterona - media (DE) Estradiol - media (DE) 
Post-parto (n=26) 11,11 (20,16) 0,02 (0,09) 
No embarazo (n=20) 40,03 (91,12) 0,01 (0,04) 
pa 0,186 0,540 
Tabla 52: Comparación de la concentración de progesterona y estradiol en saliva entre el grupo de post-
parto y el de no embarazadas. 
a: Test de Mann-Whitney. 
Resultados 
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3.3.3. Variables bioquímicas  en FCG 
 
• Tres meses tras el parto los niveles de IL-1β en FCG en las mujeres que han 
estado embarazadas fueron significativamente superiores que los de aquellas que no 
han estado embarazadas (p<0,001). 
 
• En cuanto a los niveles de prostaglandina E2, se siguió manteniendo la misma 
tendencia que durante el embarazo, según la cual, no existían diferencias ES entre 
las mujeres que han estado embarazadas y aquellas que no lo han estado durante el 
periodo de este estudio 
 
IL-1β  - media (DE) 
 Cantidad (pg) Concentración (ng/ml) 
Post-parto (n=26) 17,46 (16,64) 51,78 (53,58) 
No embarazo (n=20) 4,54 (5,90) 12,00 (10,69) 
pa <0,001 <0,001 
 
Tabla 53: Comparación de la cantidad y concentración de IL-1β en FCG entre las mujeres del grupo de 
post-parto y las de no embarazo. 
a: Test de Mann-Whitney. 
 
PGE2 - media (DE) 
 Cantidad (pg) Concentración (ng/ml) 
Post-parto (n=26) 20,71 (8,80) 50,36 (23,06) 
No embarazo (n=10) 16,09 (8,18) 76,78 (53,38) 
pa 0,347 0,074 
 
Tabla 54: Comparación de la cantidad y concentración de PGE2 en FCG entre las mujeres del grupo 
post-parto y las del no embarazo. 
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El embarazo o gestación es el periodo que transcurre entre la fecundación del 
óvulo por el espermatozoide y el momento del parto. Durante este tiempo todos los 
órganos maternos se modifican para adaptarse al desarrollo del feto. Esto va a 
determinar la aparición de una serie de cambios a nivel cardiovascular, pulmonar, 
genital, urinario o gastrointestinal, entre otros (Usandizaga & de la Fuente 2005). 
 
A nivel oral se ha descrito la presencia de una respuesta gingival exagerada, 
conocida con el nombre de gingivitis gravídica y que se manifiesta como un incremento 
en la inflamación, el enrojecimiento y el sangrado gingival y que desaparece tras el 
parto sin dejar alteraciones permanentes en el periodonto (Arafat 1974, Cohen et al. 
1969, Cohen et al. 1971, Conde Vidal 1981, Gursoy et al. 2008, Hugoson 1970, 1971, 
Jonsson et al. 1988, Kinnby et al. 1996, Kornman & Loesche 1980, Löe 1965, Loe & 
Silness 1963, Machuca et al. 1999, Miyazaki et al. 1991, Muramatsu & Takaesu 1994, 
O'Neil 1979b, Samant et al. 1976, Silness & Loe 1964, Taani et al. 2003, Tilakaratne et 
al. 2000, Yalcin et al. 2002b, Zaki et al. 1984).  
 
La prevalencia con la que la gingivitis gravídica se presenta en la población varía 
en función del estudio analizado en un rango bastante amplio, que se extiende desde el 
36% de Maier y Orban (1949) hasta el 100%  de Löe y Silness (1963). Tampoco está 
claro cuál es el mecanismo etiopatogénico responsable de estas alteraciones (Amar & 
Chung 1994, Figuero-Ruiz et al. 2006, Garrido de Cabo  1999, Guncu et al. 2005, Laine 
2002, Mariotti 1994, Mascarenhas et al. 2003, Mealey & Moritz 2003, Sooriyamoorthy 
& Gower 1989, Soory 2000, Zachariasen 1993). Por ello, se ha propuesto que los 
cambios en el sistema inmune materno (Lopatin et al. 1980, O'Neil 1979a, Raber-
Durlacher et al. 1993, Raber-Durlacher et al. 1991), el incremento en la vascularización 
y en el flujo vascular (ElAttar & Hugoson 1974, Hugoson 1970, Lindhe & Branemark 
1967a, b, 1968a, b, Lindhe et al. 1967, Lindhe & Sonesson 1967), las alteraciones en la 
barrera epitelial (Mariotti 1994) y los cambios en la microflora subgingival (Jensen et 
al. 1981, Jonsson et al. 1988, Kornman & Loesche 1980, 1982, Muramatsu & Takaesu 
1994, Raber-Durlacher et al. 1994) pueden jugar un papel importante en esta patología. 
 
De forma global la aparición de esta respuesta gingival exagerada característica 
del embarazo puede explicarse mediante dos posibles hipótesis: 
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1. Hipótesis “inmunológica” (O,Neil 1979, Kornman & Loesche 1980, Lopatin et al. 
1980, Raber-Durlacher et al. 1993). 
Durante el embarazo se producen una serie de cambios a nivel sistémico, 
caracterizados entre otros, por una alteración en el sistema inmune materno dirigida a 
evitar el rechazo materno del feto (González-Merlo 2006, Iglesias 2002, Gutiérrez, 
2006). Dichos cambios a nivel sistémico tendrían una repercusión en la respuesta 
inmune local a nivel oral, que no sería capaz de responder de forma adecuada frente a 
los agentes etiológicos responsables de la aparición de la gingivitis (placa bacteriana). 
El equilibrio entre respuesta inmune y agentes etiológicos (equilibrio huésped-parásito) 
característico del estado de salud periodontal se vería modificado, lo que permitiría la 
actuación de las bacterias presentes en el biofilm oral que inducirían la aparición de 
inflamación, sangrado y enrojecimiento gingival (gingivitis gravídica).  Cuando el 
sistema inmune materno se restablece tras el parto, la condición inflamatoria se resuelve 
y el equilibrio huésped-parásito queda re-establecido.   
 
2. Hipótesis “fisiológica” (Raber-Durlacher et al. 1991). 
Se sabe que durante el embarazo se producen una serie de cambios fisiológicos a 
nivel general del organismo. Cuando dichas alteraciones ocurren a nivel oral, 
clínicamente se asemejan a una  respuesta gingival exagerada. Sin embargo, en realidad 
no representan una reacción inflamatoria, si  no, una manifestación clínica local de los 
cambios fisiológicos característicos del embarazo (edema, hipervolemia, vasodilatación) 
pero sin alteración de la respuesta inmunitaria. Es posible que una vez se haya creado 
este nuevo ambiente local, las condiciones de la zona cambien hacia un estado de 
anaerobiosis, lo que favorecería de forma indirecta la proliferación de ciertos patógenos 
periodontales y tras ello, el desencadenamiento de una respuesta inmune local, con 
liberación de mediadores de la inflamación hacia el surco gingival.  
 
Parece que en cualquiera de las dos hipótesis se produciría antes o después una 
alteración de la respuesta inmune local. Dos de los principales mediadores de la 
respuesta inmuno-inflamatoria en la gingivitis son la IL-1β y la PGE2 (Kornman et al. 
1997), por lo que información sobre la potencial alteración de sus niveles a lo largo del 
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Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que tanto la progesterona como el 
estradiol son capaces de alterar de forma directa los niveles de IL-1β (Polan et al. 1990, 
Morishita 1999) y PGE2 (El-Attar 1976, 1982, Miyagi et al.1993). 
 
Por todo ello, el presente estudio observacional longitudinal fue diseñado con la 
intención de confirmar el desarrollo de una respuesta inflamatoria marcada previamente 
descrita en la literatura de mujeres gestantes (Arafat 1974, Cohen et al. 1969, Cohen et 
al. 1971, Conde Vidal 1981, Gursoy et al. 2008, Hugoson 1970, 1971, Jonsson et al. 
1988, Kinnby et al. 1996, Kornman & Loesche 1980, Löe 1965, Loe & Silness 1963, 
Machuca et al. 1999, Miyazaki et al. 1991, Muramatsu & Takaesu 1994, O'Neil 1979b, 
Samant et al. 1976, Silness & Loe 1964, Taani et al. 2003, Tilakaratne et al. 2000, 
Yalcin et al. 2002b, Zaki et al. 1984) y determinar si esta reacción puede estar asociada 
con un cambio en los niveles de IL-1β y PGE2 en FCG y/o con el aumento en los 
niveles de hormonas sexuales femeninas (progesterona y estradiol) en saliva. 
 
Los resultados nos muestran que durante el embarazo se produce un incremento 
significativo en el grado de inflamación gingival a pesar de que los niveles de placa 
permanecen estables e incluso tienen cierta tendencia a disminuir. Esto se confirma 
mediante el análisis del cociente IG/IP, según el cual,  el grado de reactividad gingival 
frente a la placa se incrementa de forma significativa a lo largo del embarazo y se 
reduce tres meses tras el parto. 
 
Esta tendencia encontrada en los paramétros clínicos se repite en los parámetros 
bioquímicos: concentración de progesterona y estradiol en saliva y niveles de IL-1β y 
PGE2 en FCG. Sin embargo, no todos los cambios resultan significativos, 
probablemente debido al bajo número de pacientes y a las amplias desviaciones estándar 
encontradas. 
 
Por otro lado, no se encuentra ninguna correlación estadísticamente significativa 
entre el incremento en el grado de inflamación gingival y el incremento en los niveles 
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1. Metodología del estudio 
 
La población seleccionada estaba formada por un grupo de mujeres embarazadas 
sin evidencia de periodontitis presente ni pasada, que fue comparada con un grupo 
control de mujeres no embarazadas. Aunque todos los estudios transversales publicados 
centrados en la afectación del periodonto durante el embarazo comparan los datos de las 
mujeres embarazadas con los de un grupo de mujeres no embarazadas, (salvo los de 
Conde Vidal 1981 y Machuca et al. 1999), entre los estudios longitudinales, sólo los de 
Cohen et al. 1971, Kornman 1980, Tilakaratne et al. 2000 y Gursoy et al. 2008, poseen 
también un grupo control de mujeres no embarazadas. 
 
Las mujeres fueron seleccionados gracias a un fase de diagnóstico clínico inicial 
en la que se incluía la evaluación de la profundidad de sondaje y la pérdida de inserción 
clínica, sin embargo, estos parámetros no volvieron a ser registrados a lo largo del 
estudio, ya que ha sido previamente demostrado que las mujeres embarazadas no sufren 
una alteración permanente de su situación periodontal (Cohen et al. 1969, Cohen et al. 
1971, Gursoy et al. 2008, Hugoson 1970, 1971, Löe 1965, Loe & Silness 1963, 
Lundgren & Lindhe 1971, O'Neil 1979b, Tilakaratne et al. 2000). 
 
El tamaño muestral se seleccionó mediante un cálculo previo basado en los 
resultados de otros estudios de nauraleza longitudinal encontrados previamente en la 
literatura (Cohen 1969, Tilakaratne et al. 2000). Para ello se tomó como referencia el 
índice gingival, de tal modo que se diseñó el estudio para tener suficiente potencia como 
para detectar una diferencia mínima de 0,15 puntos.  
 
El tamaño muestral obtenido nos permitió asegurarnos encontrar diferencias 
significativas en el índice gingival; sin embargo, no garantiza que se encuentren 
diferencias en los niveles de IL-1β o PGE2 en FCG. Es más, con los resultados 
obtenidos, hubiéramos necesitado aumentar mucho el tamaño muestral para poder 
encontrarlas (97 mujeres embarazadas para encontrar diferencias significativas en la 
cantidad de IL-1β a lo largo del embarazo o 2652 mujeres embarazadas en el caso de la 
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Las mujeres fueron seguidas de forma longitudinal a lo largo de los tres 
trimestres del embarazo y fueron de nuevo evaluadas tres meses tras el parto. Este 
diseño está de acuerdo con otros similares planificados para evaluar el efecto del 
embarazo en el periodonto (Cohen et al. 1969, Kinnby et al. 1996, Tilakaratne et al. 
2000).  
Se seleccionó un diseño longitudinal frente a uno transversal, debido a que esta 
metodología permite un mejor control de los factores de confusión que pudieran afectar 
a los resultados, ya que el mismo grupo de individuos es evaluado a lo largo de todo el 
periodo de estudio (Calatayud y Martin 2002, Delgado & Domenech 2009). En la 
literatura podemos encontrar artículos con ambas metodologías, aunque los más 
recientes tienden a ser estudios de seguimiento (Tilakaratne et al. 2002, Gürsoy et al. 
2008). En la tabla 61 se han registrado los datos de los estudios transversales y en la 
tabla 62, los datos correspondientes a los estudios longitudinales. 
 
Prácticamente todos los estudios que aparecen en la tabla son puramente 
observacionales, sólo el de O´Neil, 1979 da instrucciones de higiene oral (IHO), el de 
Hugoson 1971 realiza rapado y alisado radicular (RAR) e IHO ocho semanas tras el 
parto, el de Yalcin et al. 2002b realiza RAR y da IHO al inicio de cada trimestre y por 
último el de Gursoy et al. 2008 realiza RAR e IHO cuando se considera necesario, 
aunque no específica a cuantas pacientes se les da ni estratifica los resultados en base a 
esta intervención. En este caso, se ha preferido un diseño observacional, con la 
intención de imitar en la medida de lo posible la situación real de las mujeres 
embarazadas que no acuden al odontólogo a lo largo del mismo. Por razones éticas, 
todas las mujeres reciben IHO, caracterizadas por técnica de cepillado (Bass) sin 
realizar especial énfasis en la higiene interproximal. 
 
Las variables respuesta registradas en este estudio son: desde un punto de vista 
clínico, el índice de placa de Silness y Löe (1963) y el índice gingival de Löe y Silness 
(1964); desde un punto de vista hormonal, la concentración de progesterona y estradiol 
en saliva y desde un punto de vista inmunológico, la concentración y la cantidad de IL-
1β y PGE2 en FCG. Además, todas las mujeres rellenan un cuestionario que permite 
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En las tablas 61 y 62 se observa que los índices clínicos seleccionados son los 
empleados de forma recurrente por los estudios publicados previamente en la literatura. 
Otras variables analizadas a lo largo de la historia han sido la cantidad de depósitos 
duros, el sangrado al sondaje, la profundidad de sondaje, el índice periodontal de 
necesidades terapéuticas comunitarias (CPITN), la movilidad dentaria y el nivel de 
inserción clínico.  
En cuanto al número de dientes seleccionados para el análisis clínico, este 
estudio coincide con la inmensa mayoría de los artículos publicados a partir de 1974, en 
los que se incluyen todos los dientes. A partir de esa fecha, sólo el estudio transversal de  
Miyazaki et al. (1991) y el longitudinal de O´Neil (1979) consideran únicamente los 
dientes de Ramfjord. 
 
Las localizaciones empleadas para la toma de las muestras de FCG varía entre 
los diferente estudios, con autores que seleccionan la cara vestibular de los incisivos 
inferiores (Holm-Pedersen y Löe 1967), la mesial de los caninos, de los incisivos 
laterales y el incisivo central derecho (Hugoson 1971) o la cara mesiovestibular de dos 
dientes de la región anterior sin especificar (Yalcin et al. 2002b), aunque como vemos 
todos ellos se centran en la región anterior. 
 
A diferencia de este grupo de autores, Kinnby et al. (1996) toman muestras de 
FCG mediante discos Millipore ® en 44 localizaciones de cada mujer, agrupando todas 
las muestras obtenidas en cada visita en una sola, de forma similar a cómo lo realiza 
Canazki et al. (2007) en mesiovestibular y distopalatino de tres dientes en cada 
cuadrante (molar, premolar, incisivo/canino), lo que hace un total de 24 muestras en 
cada mujer. 
 
Algunos autores incluso no especifican las localizaciones seleccionadas para 
tomar las muestras de FCG (Offenbacher et al. 1998, Konopka et al. 2003) 
 
Considerando esta variabilidad, seleccionamos para la toma de muestras de FCG 
la cara mesio-vestibular de ambos caninos superiores (13 y 23) basándonos en los 
estudios clínicos previos que habían descrito mayor inflamación y sangrado en la región 
anterior (Raber-Durlacher et al. 1993, Raber-Durlacher et al. 1994) y mayor incremento 
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en el valor del índice gingival en la región anterior (Löe 1965, Loe & Silness 1963) y en 
las localizaciones interproximales (Hugoson 1971).  
 
Otros autores han determinado los niveles de hormonas en saliva (Jonsson et al. 
1988, Muramatsu et al. 1994, Zaki et al. 1984) o en sangre (Hugoson 1971, O´Neil 
1979,  Kornman & Loesche 1980), han realizado test microbiológicos (Jonsson et al. 
1988, Kornman & Loesche 1980, Muramatsu et al. 1994) o cuestionarios (Gursoy et al. 
2008, Machuca et al. 1999, Tilakaratne et al. 2000, Yalcin et al. 2002) y sólo unos 
pocos recogen muestras de FCG para determinar los niveles del inhibidor de la 
actividad del plasminógeno (PAI) (Kinnby et al. 1996) o los niveles de PGE2 (Yalcin et 
al. 2002). Sin embargo, a nuestro entender, éste es el primer estudio observacional 
prospectivo que, además de realizar cuestionarios a los sujetos, analiza tres tipos de 
variables (clínicas, hormonales e inmunológicas) de forma simultánea en mujeres 
embarazadas sin periodontitis. Además, como se observa en las tablas, los estudios 
transversales publicados han sido realizado en Noruega, Estados Unidos, India, España, 
Egipto, Canadá, Japón y Jordania.  Los estudios longitudinales pertenecen en su 
mayoría a poblaciones de Estados Unidos, aunque también hay estudios de Suecia, 
Inglaterra, India, Turquía o Finlandia. Como podemos comprobar, no existe ningún 
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Autor,  año País  Embarazadas (E) / 




Löe, 1963 Noruega E: 121  
NE: 61 (PP) 
16, 12, 24, 
26, 32, 44 
IG (L&S) 
 
Si lness,  
1964 
Noruega E: 121 (2, 3, 4, 5, 6, 8, 9t)  
NE: 61 (2, 3, 4, >5m PP) 
16, 12, 24, 
26, 32, 44 




EEUU E: 477   
NE: 233 




India E: 40 (1º); 40 (2º); 40 (3º) 
NE:  40 
Todos IG (L&S); CP (Rusell); IP & 
DD (Greene). 
Conde 
Vidal,  1981 
España -
Barcelona 
E: 5 (1º); 9 (2º); 46 (3º) --- Patología gingival 
 
Zaki,  1984 Egipto E: 10 (1º); 10 (2º); 10 (3º). 
NE: 10 
--- IP (S&L); IG (L&S); HormS 
Jonsson, 
1988 
Canada 30 E 
 30 NE 
Todos PS; IP; SS; Micro; HormS 
Miyazaki,  
1991 
Japón E: 2424  







Japón E: 19 
NE: 12; PP (5m): 8 





E: 130 Todos  IP (O´Leary); SS; PS; NIC; 
Cuestionario 
Taani,  2003 Jordania E: 200 (29 1º; 61 2º; 110 3º) 
NE: 200 
Todos IP (S&L), IG (L&S); PS; 
NIC 
 
Tabla 55: Estudios transversales sobre la gingivitis gravídica. 
 
Leyenda: PP (post-parto); m (mes); IG (índice gingival); L&S (Löe y Silness); IP (índice de placa); S&L 
(Silness y Löe); DD (depósitos duros); CP (condición periodontal); HormS (hormonas en saliva); SS 
(sangrado al sondaje); Micro (dianóstico microbiológico); CPITN (Índice Periodontal de Necesidades 
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EEUU E: 16 1º, 2º, 3º T, 3m PP Todos 
 




EEUU E: 15  
NE: 16 
1º, 2º, 3º T, 3m & 
15m PP 




Suecia E: 26 E: 12, 18, 24, 30, 
34 y 38 s  
 PP: 1-3 d, 8 y 20 s  
16, 12, 24, 
36, 32, 44, 
13, 23, 12, 
22, 11 






EEUU E: 267S y 
152G/PE 
Mensualmente 




O´Neil ,  
1979 
Inglaterra E: 26 Semana 14 y 30 Ramfjord 
 





EEUU E: 20 
NE: 11 
Mensualmente 
 E: hasta PP 
NE: 4 meses 
24 y 33 
Interproxi
males 






Suecia E: 14 3ºT y 3m PP Todos 
salvo 2º M 
IP (S&L); IG (L&S); 
PS; FCG (PAI) 
Tilakaratne 
2000 
India E: 47 
NE: 47 








Turquía E: 22 1, 2, 3 T Todos y 2 
dientes ant  
IP (S&L); IG (L&S); 
PS, FCG (PGE2) 
Lieff ,  2004 
OCAP  
EEUU E: 903  <25 semanas y 48h 
PP 





Finlandia E: 24 
NE: 22 
E: 1, 2, 3T, 2s PP y 
tras lactancia 
NE: 1, 2, 3 y 4m 
Todos  IP (+/-); SS (0-2); 
PS, NIC; 
Cuestionario 




E: 1, 2, 3 T, 3 m PP 
NE: 0 y 6 meses 




Tabla 56: Estudios longitudinales sobre la gingivitis del embarazo. 
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2. Principales limitaciones del estudio 
 
Una de las principales limitaciones de este estudio es la alta incidencia de 
pérdida de sujetos a lo largo del periodo de seguimiento en ambos grupos.  A pesar de 
ello, el análisis estadístico no encontró diferencias estadísticamente significativas entre 
el grupo de mujeres que acude a todas las visitas (IAS) y aquellas que sólo acuden a 
alguna de ellas (AVO). Además, ya que se trata de un estudio observacional y no un 
ensayo clínico, el potencial impacto de las pérdidas en los resultados también pudiera 
ser menos relevante. 
En cualquier caso, se ha realizado el análisis estadístico con todas las muestras 
(IAS, IAS-P y AVO) y los resultados obtenidos presentan valores de significación de la 
misma magnitud, por lo que para evitar la reiteración de datos se ha optado por 
presentar sólo los correspondientes a las 42 mujeres de las cuales se disponía de las tres 
primeras visitas para describir el embarazo (IAS-P) y los correspondientes a las 26 
embarazadas que completan las cuatro visitas del estudio para referirse a la comparativa 
entre embarazo y postparto (IAS). 
Respecto a las mujeres no embarazadas y por una razón similar se ha optado por 
los datos correspondientes a las 20 mujeres que completan el estudio. 
 
Los criterios de selección empleados son similares a los de otros estudios 
observacionales relacionados. Se ha hecho especial hincapié en la exclusión de 
fumadoras de la población de estudio, por su conocido papel en el periodonto tanto a 
nivel clínico como inmunológico (Rivera-Hidalgo 2003, Bergstrom 2003,  McGuire & 
Nunn 1999), así como de mujeres tomando anticonceptivos orales, ya que, a pesar de 
que ciertos autores no encuentran una evidencia de efectos de los mismos  a nivel 
gingival (Preshaw et al. 2001, Taichman & Eklund 2005)  la mayor parte de ellos sí que 
la encuentran (Zachariasen 1993, Tilakaratne et al. 2000a, Mullally et al. 2007). Debido 
a que uno  de los objetivos concretos de nuestro estudio era determinar los niveles 
hormonales de las mujeres, se prefirió optar por su exclusión con el fin de no introducir 
factores de confusión en el análisis de datos. 
 
Este estricto proceso de selección de pacientes ha determinado que no exista una 
completa homogeneidad entre ambos grupos de estudio, ya que las mujeres 
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embarazadas eran mayores que las no embarazadas, poseían menor nivel de estudios y 
distinto tipo de profesiones. 
 
Esto puede ser debido a que ambos grupos de estudio no han sido seleccionados 
entre la misma población de referencia (ambulatorio José Marvá y servicio de recepción 
de pacientes de la facultad de odontología de la UCM); pero también a que la edad 
media de embarazo en España ha aumentado en los últimos años, especialmente debido 
a la incorporación de la mujer al mundo laboral, lo que explicaría la diferencia de edad 
entre ambos grupos. Este dato pudiera tener una especial repercusión en los resultados 
de nuestro estudio si consideramos que Fransson et al. (1999)  encontró diferencias en la 
respuesta inflamatoria frente a la formación de placa de novo en sujetos jóvenes y 
mayores. Sin embargo, la diferencia de edad entre sus grupos de estudio era elevada: 
20-25 años frente a 65-80 años, por lo que sus resultados no son directamente aplicables 
a este estudio, en el que ambos grupos presentan una diferencia media de seis años de 
edad (30,15 frente a 24,38 años). 
 
Es importante resaltar el gran esfuerzo realizado para reclutar a las mujeres 
pertenecientes al grupo de no-embarazo según los criterios de inclusión propuestos, 
puesto que como demuestran los datos epidemiológicos en España una alta proporción 
de mujeres en las décadas de los veinte y los treinta años son fumadoras o están 
tomando anticonceptivos orales (Maroto de Agustín et al. 1998, Saiz Martínez-Acitores 
et al. 2003). 
 
Por otro lado, en relación con la profesión y con el nivel de estudios, a pesar de 
que se han obtenido diferencias significativas entre los grupos, los resultados son 
similares a los aportados por Machuca et al. (1999) y Yalcin et al. (2002).  
 
En cuanto a lo que se refiere a los cuidados bucodentales previos de ambos grupos 
de estudio, no se encuentran diferencias significativas en la frecuencia de cepillado ni en 
la última visita al odontólogo. Esto nos permite deducir que cabría esperar unos 
resultados similares de índice de placa entre ellos, siendo posible por tanto su 
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3. Parámetros clínicos  
3.1. Índice de placa 
 
En este estudio, no se observan cambios significativos en el IP a lo largo del 
embarazo, lo que coincide con los resultados aportados por la mayor parte de los autores 
(Silness & Loe 1964, Cohen et al. 1969, Arafat 1974, Muramatsu et al. 1994 Tilakaratne 
et al. 2000, Taani et al. 2003) (Tabla 63).  
 
Si se consideran sólo los artículos que emplean el índice de Silness y Löe (? 
???? ), se puede observar que nuestros valores se encuentra en el rango de los datos 
publicados, con valores que varían entre 0,68 y 1,95, exceptuando el estudio de Yalcin 
et al. (2002) con unos valores muy elevados de IP, a pesar de haber realizar raspado y 
alisado radicular y dar instrucciones de higiene oral en cada uno de los trimestres del 
embarazo.  
 
La disminución, aunque no estadísticamente significativa en el IP a lo largo del 
embarazo, puede ser debida a las instrucciones de higiene oral dadas a las mujeres en la 
primera visita. Otros autores en la literatura han encontrado una reducción similar en los 
valores de IP tras dar instrucciones de higiene oral a las embarazadas (O´Neil 1979b y 
Gürsoy et al. 2008) y sin darlas (Cohen et al. 1969, Hugoson 1971, Silness & Loe 
1964), por lo que también se puede atribuir esta reducción a un posible efecto 
Hawthorne en las mujeres. 
 
 Tras el parto se observa un incremento significativo en los niveles de placa. En 
ese momento las mujeres refieren una mayor ocupación de su tiempo en sus hijos y una 
falta de atención en si mismas, lo que puede explicar este cambio. Al analizar los datos 
en función del tipo de diente, observamos cómo este incremento en el IP tras el parto 
ocurre fundamentalmente a costa de un incremento en los dientes anteriores, tanto en las 
caras interproximales como en las libres. Este dato resulta interesante, sobre todo 
considerando que, a lo largo de todo el embarazo, los dientes anteriores poseen menores 
valores de IP que los posteriores y tras el parto esta diferencia desaparece. La diferencia 
entre dientes anteriores y posteriores a lo largo del embarazo ha sido también descrita 
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por Silness y Löe (1964), Cohen et al. (1969), Hugoson (1971) y  Raber-Durlacher et al. 
(1994). 
 
Llama la atención el hecho de que las caras libres presenten un mayor valor de 
placa que las interproximales, a diferencia de lo que ha sido previamente descrito en la 
literatura (Silness y Löe 1964, Hugoson 1971). Esto puede deberse a que el índice 
empleado para registrar la cantidad de placa haya sido el de Silness y Löe que sólo 
registra una localización por lingual/palatino. Esto puede haber determinado que se 
infraestime el valor del IP a nivel interproximal. Sin embargo, los propios Silness y Löe 
(1964), encuentran mayores valores del índice de placa en interproximal, por lo que la 
explicación biológica para este hecho no está clara. 
 
Por último, si evaluamos el porcentaje de localizaciones con placa observamos la 
misma tendencia a lo largo del embarazo y el postparto. Con los datos en este formato, 
podemos comparar los resultados con los aportados por el último estudio que se ha 
publicado al respecto (Gürsoy et al. 2008), cuyos valores son inferiores a los obtenidos 
en este estudio, a pesar de que consideran 6 localizaciones en cada diente. Esto puede 
ser debido a que la población del estudio de Gürsoy et al. (2008) recibe raspado y 
alisado radicular cuando los autores consideran necesario, lo que dificulta la 
comparativa con nuestro estudio. Destaca sin embargo, que en nuestra población la 
mayor parte de las embarazadas se cepillan los dientes 3 veces al día (59,6%) frente a 
ninguna embarazada en el estudio de Gürsoy et al. (2008) y que ambas poblaciones 
tienen un nivel de estudios similar. Por otro lado, el estudio de Gürsoy et al. (2008) ha 
sido realizado en una población Finlandesa, por lo que es posible que el factor 
geográfico pueda haber jugado un papel importante en estos resultados y resulta por 















    Leyenda: E (embarazadas); NE (no-embarazadas); RAR (raspado y alisado radicular): 
   * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 













Silness, 1964? 0,97±0,07 0,84±0,04  0,98±0,09  0,90±0,12 





0,68±0,04* Sin RAR: 0,76 
Con RAR: 0,33*** 
Arafat, 1974 0,86 1,01 0,99  
Samant, 1976? 0,72±0,06 0,99±0,08 0,69±0,08  
O´Neil, 1979? 1,17  0,98  
Zaki, 1984? 1,33±0,34 1,39±0,22 1,30±0,55  
Tilakaratne 
2000? 
E:  0,68±0,28 
NE: 0,58±0,30 






Yalcin, 2002a? 2,47±0.54 2,55±0,54 2,57±0,56  
Yalcin, 2002b? 2,45±0,66 2,44±0,64 2,31±0,66*  
Taani, 2003? 1,84±0,10 1,88±0,06 1,95±0,05  
Gürsoy, 2008 25% 20%** 18% 15% 




E: 0,68- 52,67% 
NE: 0,50-43,1% 
E: 072* - 57,82 %** 
 
Tabla 57: Valores del IP registrados en los estudios sobre gingivitis gravídica. 
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3.2. Inflamación gingival 
 
En el presente estudio se ha demostrado un incremento significativo en la 
severidad de la inflamación gingival (1,01 a 1,13) y en su extensión (un 51,44% de 
localizaciones con inflamación frente a un 57,33%) entre el primer y el segundo 
trimestre del embarazo, que se mantiene elevado hasta el final del mismo y disminuye 
tres meses tras el parto. Además, entre el segundo y el tercer trimestre del embarazo se 
duplica el porcentaje de localizaciones con inflamación severa (2% a 4%).  
 
En comparación con el grupo de mujeres no embarazadas, aunque no existen 
diferencias significativas en el IP entre grupos en el primer trimestre del embarazo, 
tanto la severidad (IG) como la extensión (porcentaje de localizaciones con IG igual a 1, 
2 o 3) de la inflamación gingival es significativamente superior en las mujeres 
embarazadas.  Seis meses después, se observa como la diferencia en el grado de 
inflamación gingival entre las mujeres embarazadas (tercer trimestre)  y las no 
embarazadas es aun mayor. No son muchos los estudios que han seguido de forma 
longitudinal a mujeres embarazadas y no embarazadas para estudiar lo que ocurre a 
nivel gingival (Tilakaratne et al. 2000, Gürsoy et al. 2008). Ambos estudios encuentran 
resultados similares a los nuestros. 
 
La mayor parte de los artículos que han estudiado la gingivitis del embarazo 
refieren un incremento en la severidad de la inflamación gingival a lo largo del mismo 
con un pico máximo en el tercer trimestre (Cohen et al. 1969, Hugoson 1971, Kornman 
& Loesche 1980, Loe & Silness 1963, Taani et al. 2003, Tilakaratne et al. 2000, Yalcin 
et al. 2002b, Zaki et al. 1984) aunque otros también han encontrado dicho pico en el 
segundo trimestre (Arafat 1974, Gursoy et al. 2008, Muramatsu & Takaesu 1994, 
Samant et al. 1976).  
 
Si seleccionamos los artículos que han empleado el IG de Löe y Silness (1963) 
observamos que Löe & Silness (1963), Hugoson (1971), O´Neil (1979) y  Tilakaratne et 
al. (2000) encuentran un pico máximo de inflamación con valores cercanos a 1,33 
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Yalcin et al. (2002) presenta dos estudios que nos permiten comparar la evolución 
del IG con y sin raspado y alisado radicular. Sin raspado y alisado radicular (Yalcin et 
al. 2002a) observan un incremento estadísticamente significativo del IG a lo largo del 
embarazo, con un pico máximo en el tercer trimestre del mismo (1,99), mientras que 
con raspado y alisado radicular (Yalcin et al. 2002b) se produce una reducción 
significativa del mismo (1,59). Se puede ver, que, a pesar de haber recibido tratamiento 
periodontal, las pacientes no muestran una gran reducción en el IG, que está incluso por 
encima del valor  que presentaban otros estudios previos. Hay que recordar que este 
autor presentaba los valores más elevados de IP a lo largo del estudio, por lo que parece 
posible que la motivación de estas pacientes frente al tratamiento sea baja. 
 
El estudio de Taani et al. (2003), es el que refleja los valores más elevados de IG a 
lo largo del embarazo y aquí de nuevo el pico máximo se encuentra en el tercer 
trimestre (2,60). 
 
Todos estos estudios obtienen picos de inflamación superiores a los encontrados 
en nuestro estudio (1,13). Nuestros valores son más parecidos a los aportados por 
Samant et al. (1976) (1,04), donde curiosamente el pico máximo de inflamación 
también se produce en el segundo trimestre del embarazo y en el cual los valores del IP 
son también similares a los aquí obtenidos. Se trata sin embargo de un estudio 
transversal lo cual incrementa el riesgo de factores de confusión en la interpretación de 
los resultados. 
 
Arafat (1974), a pesar de encontrar un ligero incremento en el índice periodontal 
en el segundo trimestre del embarazo, es uno de los pocos autores que no encuentra 
diferencias estadísticamente significativas a lo largo del mismo.  
 
Haciendo un análisis detallado de este incremento en la severidad de la 
inflamación gingival en función del tipo de diente y de la localización, observamos que 
dicho incremento es más marcado en los dientes anteriores y en las localizaciones 
interproximales. Estos resultados están de acuerdo con los descritos previamente por 
Löe y Silness (1963), Hugoson (1971) y Raber-Durlacher (1994). Este dato resulta 
interesante, sobre todo si recordamos que estos mismos autores tampoco habían 
encontrado un incremento en la acumulación de placa a lo largo del embarazo en los 
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dientes anteriores, aunque sí una mayor acumulación en las superficies de los dientes 
posteriores. 
 
Sin embargo, y pesar de que los resultados entre los autores coinciden, hasta ahora 
no se expuesto ninguna hipótesis para tratar de explicar esta predilección por las zonas 
anteriores durante el embarazo.  Una posible hipótesis para este incremento puede 
encontrarse en las manifestaciones otorrinolaringológicas características del mismo. 
Así, se ha descrito la aparición de una rinitis del embarazo (vasomotora o alérgica), que 
afectaría a aproximadamente el 30% de las mujeres embarazadas (Gani et al. 2003, 
Saynes 2006, Velázquez 2006). Comienza en el primer mes de embarazo, aumenta en el 
segundo trimestre y se resuelve una semana después del parto (Velázquez 2006). La 
rinitis vasomotora se debe a un incremento del flujo sanguíneo y de la secreción de las 
glándulas en la vía aérea y a una mayor relajación del músculo liso por la acción de la 
progesterona y el estradiol (Velázquez 2006). Todos estos hechos van a dificultar la 
respiración nasal, lo que conlleva un incremento de la respiración oral (Saynes 2006). 
La respiración oral ha demostrado influenciar el grado de inflamación gingival en los 
dientes ántero-superiores, especialmente en las localizaciones palatinas (Wagaiyu & 
Ashley 1991). De esta forma, aunque los efecto directos del embarazo a nivel oral estén 
afectando en realidad a todas las localizaciones de la boca, de forma indirecta, la 
respiración oral agravaría la situación de las zonas anteriores.  
 
Tres meses tras el parto los valores de IG se recuperan y alcanzan valores 
similares a los encontrados en el primer trimestre del embarazo. Sin embargo, y de 
acuerdo con los estudios de Löe y Silness (1963), Hugoson (1971) y Tilakaratne et al. 
(2000), es en ese momento cuando se incrementan los valores del IP. Parece por tanto, 
que algún otro factor, a parte de la placa es el responsable del incremento en la 
severidad de la inflamación gingival a lo largo del embarazo.  
 
En cuanto a la extensión de la inflamación gingival, nuestros datos concuerdan 
con los aportados por Samant et al. (1976), que observan un incremento en el porcentaje 
de localizaciones con gingivitis severa entre el primer y el tercer trimestre del embarazo 
(del 2,5% al 10%), aunque en nuestro caso, el porcentaje de localizaciones con 
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Por último, el estudio de Gursoy et al. (2008) muestra los valores en forma de 
porcentaje de localizaciones con sangrado al sondaje. Haciendo un análisis adecuado de 
nuestros datos (porcentaje de localizaciones con IG=2 ó 3) podemos comparar nuestros 
resultados con los de este estudio, aunque siempre considerando que, a diferencia de 
nuestro estudio, en este protocolo las pacientes reciben raspado y alisado radicular al 
inicio del estudio cuando los autores lo consideraban necesario. Gürsoy et al. (2008) 
encuentran un pico máximo de sangrado al sondaje en el segundo trimestre del 
embarazo (34%). Esto concuerda con nuestro resultados, aunque el valor que nosotros 
obtenemos es superior (52,45%), lo cual es congruente con las diferencias en los valores 
del índice de placa y en la metodología (raspado y alisado radicular) de ambos estudios. 
 
Parece claro por tanto, que a lo largo del embarazo se produce un incremento en la 
severidad y en la extensión de la inflamación gingival, sin embargo no hay un acuerdo 
entre los distintos estudios publicados en cuanto a la magnitud de dicho incremento y al 
momento en el cual se produce. Para poder explicar dicha variabilidad es necesario 
considerar factores tales como el grado de higiene oral de las mujeres (IP) y factores 
intrínsecos a cada mujer en particular (susceptibilidad) o a la población seleccionada de 
forma global. En cuanto al grado de higiene oral, parece que no es el  único factor 
responsable, puesto que en estudios con valores de placa similares (Tilakaratne et al. 
2000), los valores del IG son diferentes. Estas diferencias pueden por tanto ser 
atribuidas a variaciones en la fuerza de sondaje (Lang et al. 1991), en el tipo de sonda 
empleada (Jordan, OMS, CPC-12) (Barendregt et al. 2006) o en la reproducibilidad de 
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2,23±0,13 2,48±0,14** 2,57±0,14** 2,32±0,16** 
Hugoson, 
1971 ? 
0,92±0,04 1,12 1,34±0,06** No RAR: 0,73±0,05** 
RAR: 0,43±0,06*** 












1,14  1,32*  
Kornman, 
1980 ? 
1,16 1,44 1,61  
Zaki, 1984 
? 
















NE: 0,93±0,32  
E: 1,28±0,38* 







1,79±0,35 1,95±0,38*** 1,99±0,37***  
Yalcin, 
2002b ? 
1,77±0,38 1,73±0,39*** 1,59±0,34***  
Taani, 
2003? 
2,06±0,11 2,50±0,06** 2,60±0,05**  
Gürsoy, 
2008 
25% 34%** 28%** 8%** 
*** E: 1,01-51,44% 
NE: 0,65-32,9% 
E: 1,13*-57,53%*  E: 1,14-56,44% 
NE: 0,58-29,9%  
E: 0,98 -49,92% 
Tabla 58: Valores del IG registrados en los estudios sobre gingivitis gravídica. 
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3.3. Reactividad frente a la placa 
 
Precisamente para intentar evaluar de forma independiente la reactividad gingival 
evitando la variación introducida por el diferente grado de acumulación de placa en 
cada paciente,  se empleó la variable reacción inflamatoria frente a la placa, analizada 
en forma de IG/IP (van der Velden et al. 1985, Abbas et al. 1986). A diferencia de otros 
autores (Kinnby et al. 1996) que analizan este cociente en forma de proporción de 
localizaciones con inflamación entre la proporción de localizaciones con placa, que da 
una idea de la extensión de la inflamación, aquí se ha optado por un análisis en formato 
de severidad, para analizar de otro modo el impacto del embarazo en el mayor o menor 
desarrollo de la gingivitis gravídica. 
 
Considerando IG/IP de forma global, se observa un incremento estadísticamente 
significativo entre el primer y el segundo trimestre del embarazo y un descenso, también 
significativo, tres meses tras el parto, lo que de nuevo refuerza la idea de que, 
independientemente de la acumulación de placa, existe algún otro factor responsable del 
incremento de la inflamación gingival durante el embarazo.  
   
 Si analizamos los datos en función del tipo de diente, observamos que los dientes 
anteriores presentan una reacción inflamatoria a la placa superior que la de los 
posteriores en el tercer trimestre del embarazo, lo cual nos da una idea de una mayor 
afectación de la zona anterior durante el embarazo. Lo mismo ocurre en el caso de las 
localizaciones interproximales, más afectadas que las libres frente a una misma 
acumulación de placa en el segundo y el tercer trimestre del embarazo. Tras el parto 
todos los dientes y todas las localizaciones se comportan de igual forma, lo que de 
nuevo refuerza la idea de un factor asociado al embarazo afectando a la encía. 
 
Estos datos concuerdan con los publicados por Kinnby et al. (1996), que 
encuentran que durante el embarazo IG/IP es de 2,0 frente a 1,2 tras el parto, aunque sus 
valores son superiores a los nuestros.  
 
Por otro lado, en un intento por buscar el factor responsable de esta mayor 
reactividad frente a la placa, se decidió dividir la muestra de mujeres embarazadas en 
dos subgrupos en función del valor de IG/IP en el segundo trimestre del embarazo 
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(momento con el máximo valor medio). En base a ello, se obtiene un grupo con alta y 
otro con baja reactividad frente a la placa, siendo las diferencias entre ellos 
estadísticamente significativas. Sin embargo, no se logran explicar estas diferencias en 
base a los niveles de IL-1β o PGE2 en FCG.  
 
Estos datos concuerdas con las últimas publicaciones del grupo de Trombelli, que 
diferencian a los sujetos en alta y baja respuesta a la placa en función de los cuartiles 
superiores o inferiores de la distribución de los residuos de FCG (Trombelli et al. 2004). 
Sus resultados en cuanto a esta diferente susceptibilidad a la gingivitis experimental no 
consiguen ser explicados por el nivel de estrés o por variables psicosociales indicativas 
de la susceptibilidad al estrés (Trombelli et al. 2005), ni por la duración del tiempo de 
exposición a la placa (Trombelli et al. 2006) ni tampoco por polimorfismos en IL-6, 
TNF-α o linfotoxina alfa (Scapoli et al. 2007). 
 
Resumiendo, durante el embarazo existe un mayor grado de reacción gingival 
inflamatoria frente a la acumulación de placa, especialmente en dientes anteriores y en 
caras interproximales, aunque los cambios en los mediadores locales de la inflamación 
aquí analizados no permitan explicarlo. Sería por tanto interesante encontrar el factor 
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4. Parámetros hormonales 
 
4.1. Niveles de progesterona y estradiol 
 
Los niveles de progesterona y estradiol del presente estudio siguen el patrón 
característico del embarazo, con valores que se incrementan significativamente a lo 
largo del mismo hasta alcanzar un pico máximo en el tercer trimestre y luego caen tres 
meses tras el parto (Cunningham et al. 2007). En las mujeres no embarazadas, los 
niveles de ambas hormonas se mantienen constantes a lo largo del estudio, siendo sus 
valores significativamente inferiores a los de las mujeres durante el embarazo, pero 
igualándose ambos grupos tres meses tras el parto. 
 
Los resultados obtenidos son similares, aunque ligeramente inferiores, 
especialmente para el estradiol, a los publicados previamente en la literatura en saliva de 
mujeres embarazadas (Jonsson et al. 1988, Meulenberg & Hofman 1989, Muramatsu & 
Takaesu 1994, Zaki et al. 1984) y de no embarazadas (Chatterton et al. 2005, Gándara et 
al. 2007, Gann et al. 2001, Lipson & Ellison 1996, Walker et al. 1979).  
 
Esta menor concentración de hormonas obtenidas en el presente estudio puede ser 
debida a diferencias en la técnica de análisis empleada. La mayor parte de los estudios 
se basan en la técnica de radioinmunoanálisis (Chatterton et al. 2005, Darne et al. 1987, 
Lequin et al. 1986, Lipson & Ellison 1996, Walker et al. 1979, Zaki et al. 1984). En la 
actualidad se emplean test basados en la determinación inmuno-enzimática (ELISA), 
sensibles, rápidos y con una buena relación coste-eficacia, que además no requieren un 
proceso de extracción previo (Gándara et al. 2007, Tallon et al. 1984). Esta ha sido, por 
tanto la técnica de elección en este estudio. 
 
Otra razón por la cual se pueden haber obtenido valores inferiores de hormonas en 
saliva a las publicadas en la literatura puede ser la preparación de las muestras para su 
análisis. En el presente estudio se congelaban las muestras a -20ºC  (Gann et al. 2001, 
Meulenberg & Hofman 1989); en el momento de su análisis se descongelaban, se 
centrifugaban a 3000 rpm y se recogía el sobrenadante para su posterior análisis (Gann 
et al. 2001). Algunos autores prefieren realizar ese paso antes de la congelación, de tal 
forma que lo único que conservan es el sobrenadante (Tallon et al. 1984). En este caso, 
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debido a limitaciones metodológicas fue necesario congelar las muestras de forma 
inmediata. Por ello, para evitar la repetición del proceso de congelación-descongelación 
por el potencial riesgo de desnaturalización de las proteínas, se prefirió esperar a la 
centrifugación al momento del análisis enzimático de las mismas. Sin embargo, Lequin 
et al. (1986), demostraron que las concentraciones de progesterona en la fase lútea 
obtenidas a partir de muestras de saliva sonicadas eran entre 2 y 3 veces superiores a las 
obtenidas a partir de muestras centrifugadas (1000pmol/l frente a 450 pmol/l) (Lequin et 
al. 1986). Este procesado de las muestras puede haber influido también en la obtención 
de valores inferiores a los descritos en la literatura.  
 
La recolección de la saliva es un procedimiento no invasivo y de bajo coste, por lo 
que puede ser considerado como el método diagnóstico ideal para la cuantificación de 
las hormonas esteroideas (Chatterton et al. 2005, Hofman 2001, Kaufman & Lamster 
2002, Lequin et al. 1986, Meulenberg & Hofman 1989, Streckfus & Bigler 2002, 
Walker et al. 1979). 
 
La técnica de recolección de saliva empleada es similar a la descrita previamente 
por otros autores como Tallon et al. (1984), Gann et al. (2001) y Grau et al. (2002).  
 
El momento de toma de saliva parece ser decisivo a la hora de determinar la 
concentración de progesterona y estradiol en saliva, y por tanto, la mayor de parte de los 
autores lo toman entre las 7 y las 11:00h (Gann et al. 2001, Grau et al. 2002, Tallon et 
al. 1984). Sin embargo, Meulenberg et al. (1989), no encontraron diferencias 
significativas en la concentración de progesterona de muestras tomadas por la mañana 
(9 a 10h) y por la tarde (15 a 17h). Walker et al. (1979), encuentran que las muestras 
tomadas por una mujer a intervalos de dos horas en los días 14, 15, 21 y 22 de su ciclo 
menstrual, aunque fluctuaban de forma irregular a lo largo del día tanto en la fase 
periovulatoria como en la fase lútea, la amplitud de estas fluctuaciones era lo 
suficientemente pequeña como para que no se solaparan los rangos de ambas fases. Por 
tanto, parece que el momento de toma de la muestra no es tan crítico, a pesar de ello, 
todas las muestras de saliva fueron recogidas siempre a lo largo de la mañana. 
 
En cuanto al tipo de saliva recogida (estimulada o no estimulada), existe cierta 
controversia entre los que defienden que no existen diferencias estadísticamente 
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significativas entre ambas metodologías y que por tanto, los niveles de esteroides en 
saliva no se ven afectados por la tasa de flujo salival (Ellison & Lipson 1999) y los que 
encuentran mayores concentraciones de progesterona en muestras de saliva estimuladas 
(724 pmol/l frente a 984 pmol/l) (Lequin et al. 1986).  En este estudio, para conocer la 
cantidad real de hormonas liberadas sin considerar los momentos de estimulación, se 
prefirió recoger la saliva total no estimulada.  
 
En cualquier caso, por lo anteriormente comentado, comprobamos como los 
valores de progesterona y estradiol obtenidos en saliva son lo suficientemente fiables 
como para permitir emplearlos para establecer una correlación con los cambios 
observados a nivel clínico. 
 
 
4.2. Correlación entre cambios clínicos y hormonales 
 
A lo largo de la historia se ha intentado encontrar el “factor” etiológico 
responsable de la respuesta gingival exagerada durante el embarazo. Por ello se han 
sugerido la existencia de una potencial correlación entre los elevados niveles 
hormonales característicos del embarazo y los valores del índice gingival (Hugoson 
1971, O´Neil 1979, Zaki et al. 1984, Jonsson et al. 1988, Muramatsu et al. 1994), de tal 
forma que se demostraría una acción directa de las hormonas en los parámetros clínicos 
de inflamación. 
 
En este estudio no se ha encontrado ninguna correlación significativa entre el 
incremento en la severidad de la inflamación gingival y el incremento en los niveles de 
progesterona o estradiol en saliva durante el embarazo. Estos datos estarían de acuerdo 
con los resultados aportados por los estudios de O´Neil (1979), sobre los niveles de 
hormonas en sangre o los de Jonsson et al. (1988) o Muramatsu et al. (1994) que 
determinan los niveles de hormonas en saliva. 
 
Sin embargo,  estarían en contra de los aportados por Hugoson (1971), que 
encuentra una relación significativa entre el IG y los niveles de hormonales sexuales 
femeninas (progesterona y estradiol) en plasma (p<0,001). Sin embargo, los valores de 
hormonas que emplean son la resultante de la media ponderada de dos estudios previos 
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(Schwers 1964, Johansson 1969), por lo que este dato de correlación no puede 
considerarse como válido. 
 
Parece por tanto que la acción directa de las hormonas sexuales sobre los tejidos 
periodontales no puede ser demostrada basándose en los resultados de este trabajo, que 
no nos permiten aportar nuevos datos en este campo, puesto que  aunque sí que se ha 
demostrado que las hormonas aumentan de forma significativa a lo largo del embarazo 
y lo hacen de forma paralela a los cambios observados en el grado de inflamación 
gingival, no es posible establecer una correlación estadística entre ambas variables. 
Estos resultados no implican una falta de asociación entre ambas variables, si no la 
existencia de múltiples factores involucrados en el desarrollo de esta patología, siendo 
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5. Parámetros inmunológicos 
 
En la literatura se ha especulado sobre la potencial influencia de la alteración en la 
respuesta inmunológica materna durante el embarazo, de tal modo que podría contribuir 
a una mayor susceptibilidad para desarrollar inflamación gingival (O´Neil 1979; Raber-
Durlacher et al. 1991; Lopatin et al. 1980). Según esta hipótesis, como consecuencia de 
una alteración en el equilibrio huésped-parásito se produciría una respuesta gingival 
inflamatoria exagerada (los niveles de IP se mantienen durante el embarazo, pero el 
sistema inmune de la embarazada no es capaz de defenderse frente a ellos de la forma 
adecuada). 
 
 Si a esta baja capacidad de defensa, se añaden los cambios locales en la 
vascularización gingival (edema) y en el fenotipo gingival (disminución de la barrera 
epitelial) que aparecen durante el embarazo, el desarrollo de reacciones inflamatorias 
locales caracterizadas por hiperplasias gingivales se vería favorecido (pseudobolsas). 
 
Dichas pseudobolsas, permitirían la creación de un ambiente anaerobio que 
favorecería el sobrecrecimiento de determinadas especies bacterianas anaerobias, 
conocidas por su capacidad para utilizar hormonas sexuales esteroideas como factores de 
crecimiento (Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis) (Kornman y Loesche 
1982). Dicho estímulo bacteriano induciría una respuesta inflamatoria local que se 
caracterizaría por niveles elevados de la citoquina proinflamatoria IL-1β. Dicha 
citoquina tiene además la capacidad para estimular la producción de PG-E2 que se vería 
también elevada de forma local (Saito et al. 1990). 
 
Por otro lado, las alteraciones en las poblaciones celulares a nivel sistémico 
podrían tener un impacto en los niveles de IL-1β y PGE2 liberados de forma local. 
Estudios con monocitos periféricos estimulados con LPS e incubados con progesterona y 
estradiol obtienen niveles elevados de PGE2 y reducidos de IL-1β (Miyagi et al. 1999,  
Morishita et al. 1993, Polan et al. 1990), resultados que concuerdan con los obtenidos 
por El-Attar (1976) y El-Attar et al. (1982) en los que se encuentra un incremento en la 
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Estas líneas de investigación experimentales nos llevan a plantearnos si a nivel 
local existirán cambios en el FCG que permitan explicar la manifestación clínica de 
inflamación gingival característica del embarazo.  
 
Algunos autores han tomado muestras de FCG durante el embarazo para 
determinar el volumen de FCG (Holm-Pedersen y Löe 1967, Hugoson 1971), la 
concentración del inhibidor del activador del plasminógeno-2 (PAI-2) (Kinnby et al. 
1996) o para evaluar el efecto del raspado y alisado radicular en los niveles de PGE2 
(Yalcin et al. 2002b). También existen publicaciones sobre los niveles de IL-1β y PGE2 
medidos de forma transversal en embarazadas en relación con prematuros con bajo peso 
al nacer (Hasegawa et al. 2003, Konopka et al. 2003) o con la existencia de pre-
eclampsia (Canakci et al. 2007). Sin embargo, no existe ningún estudio observacional 
prospectivo previo que analice los valores de IL-1β y PGE2 en FCG a lo largo del 
embarazo y tras el parto en mujeres sin periodontitis. 
 
En este estudio, no se observaron cambios significativos en los niveles de IL-1β ni 
en los de PGE2 durante el embarazo. Esto puede ser debido al tamaño muestral 
seleccionado, que como ya hemos dicho fue calculado empleando el índice gingival 
como variable principal, por lo que ha terminado siendo reducido para otro tipo de 
variables.  
 
Se podría especular también que una de las razones por las cuales no se 
encuentran cambios significativos, a pesar de que sí que se observaron cambios en el 
grado de inflamación gingival, es el hecho de haber seleccionado una única localización 
por paciente para cada mediador (surco mesio-vestibular del canino superior  derecho 
para la IL-1β y del izquierdo para la PGE2), mientras que el grado de inflamación 
gingival se ha determinado de toda la boca de forma global. Sin embargo, los datos 
también reflejan un mayor incremento en el grado de inflamación en los sectores 
anteriores que posteriores, por lo que se puede pensar que los mayores valores de PGE2 
e IL-1β se deberían obtener también en esa zona (Schierano et al. 2008). La técnica 
ELISA es una técnica cara, por lo que es preciso optimizar su empleo. Se prefirió 
obtener información de dos mediadores de la inflamación antes que determinar el nivel 
de uno sólo en varias localizaciones.  
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Tras el parto en cambio, sí que se encontró una reducción significativa en el nivel 
de IL-1β y en la concentración de PGE2, aunque estos datos deben ser interpretados con 
cautela, puesto que el grupo de mujeres que acuden a la visita de post-parto es inferior 




La PGE2 es un derivado del ácido araquidónico y un potente vasodilatador. En 
base a los resultados de estudios realizados in vitro (ElAttar 1976, ElAttar et al. 1982, 
Miyagi et al. 1993), en los que la adición de progesterona y estradiol era capaz de 
estimular la síntesis de PGE2 tanto de forma local (ElAttar 1976, ElAttar et al. 1982) 
como sistémica (Miyagi et al. 1993), se ha propuesto que estos potenciales niveles 
elevados de PGE2 que existirían durante el embarazo serían en parte responsables de la 
respuesta inflamatoria gingival exagerada, gracias a la acción vasodilatadora de la PGE2  
(Garrido de Cabo 1999, Laine 2002, Zachariasen 1993).   
 
En este estudio, los niveles de PGE2 permanecieron constantes durante el 
embarazo e incluso fueron similares a los obtenidos en el grupo de mujeres no 
embarazadas. Tras el parto, la cantidad de PGE2 no experimenta tampoco cambios 
significativos, aunque la concentración se reduce de forma significativa. 
 
Por tanto, estos datos sólo soportan parcialmente la hipótesis propuesta en la 
literatura que considera que los niveles de PGE2 liberados de forma local pudieran estar 
involucrados en la patogénesis de la gingivitis gravídica. Sin embargo, no se debe 
olvidar que debido a problemas técnicos en el laboratorio no se pudieron determinar los 
niveles de PGE2 de las 42 embarazadas y de las 20 no embarazadas, por lo que, la 
reducción del tamaño muestral puede haber determinado que los datos obtenidos no 
hayan sido suficientemente representativos de lo ocurrido.  
 
En cualquier caso, es importante incidir en el hecho de que todos los estudios 
existentes hasta el momento que afirmaban que una de las potenciales explicaciones de 
la gingivitis gravídica pudiera ser la elevación local y  sistémica de los niveles de PGE2 
se basaban siempre en resultados in vitro (ElAttar 1976, ElAttar et al. 1982, Miyagi et 
al. 1993). Sólo existe un estudio clínico que mide de forma longitudinal los niveles de 
Discusión 
 
Cambios gingivales asociados al embarazo 215 
PGE2 a lo largo del embarazo (Yalcin et al. 2002). Sin embargo, en este estudio todas 
las gestantes reciben tratamiento periodontal básico (raspado y alisado radicular), 
aunque no describen si las pacientes presentaban o no periodontitis. Otra crítica frente a 
este estudio es que  no describe las localizaciones seleccionadas para tomar las 
muestras, ni si los resultados están en cantidad o concentración. Todos estos datos 
limitan la validez de este estudio e impiden su comparación con el que aquí se describe. 
 
Otros artículos publicados sobre mujeres gestantes han empleado una metodología 
transversal para diseñar  sus estudios. Así encontramos el estudio de Offenbacher et al. 
(1998), que encuentran una relación significativa inversa entre los niveles de PGE2 y el 
peso al nacimiento, por lo que proponen que los marcadores bioquímicos del estado 
periodontal están asociados con un riesgo incremento de prematuros de bajo peso al 
nacimiento; o el realizado por Konopka et al. (2003), que encuentran niveles elevados 
de PGE2 en FCG de mujeres que han dado a luz a prematuros con bajo peso al nacer; o 
el de Canakci et al. (2007) en el que encuentran que los niveles de PGE2 tanto en suero 
como en FCG son superiores en mujeres con pre-eclampsia que en aquellas 
normotensas. 
Frente a la ausencia de artículos que describan qué es lo que ocurre con los niveles 
de PGE2 a lo largo del embarazo, se ha optado por su comparación con otros artículos 
en los que se determinan sus niveles en diferentes estados de salud/enfermedad 
periodontal (tabla 59). 
 
Autor, año (PGE) Salud Gingivitis Periodontitis 
Heasman, 1993 20,5 (7,6) ng/ml 53,5 (5,2) ng/ml  






Tsai, 1998  1,23 (0,91) pg 
9,42 (6,59) ng/ml 
86,75 (187,47) pg* 
152,20 (243,54) ng/ml* 
Heasman, 1998  54,94 (4,06) ng/ml 41,57 (2,91) ng/ml 
Seymour, 2001 20,3 ng/ml 49,4 ng/ml 42,3 ng/ml 
*** 19,46-21,41pg 
50,36-69,56ng/ml 
Tabla 59: Comparativa entre los datos de PGE2 en FCG obtenidos en este estudios con los resgistrados 
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 Se observa en la tabla que existe una amplia variación en los resultados de los 
estudios. A pesar de ello, parece que los niveles de PGE2 de las mujeres de este estudio 
(gestantes y no gestantes) estarían cercanos a los que presentan sujetos con gingivitis. 
Po tanto, puede ser posible que los niveles de PGE2 de las muestras de mujeres 
seleccionadas sean los habitualmente encontrados dentro de la población general, en las 
que la existencia de una encía “completamente sana” resulta prácticamente imposible 
(Page y Schroeder 1982). 
 
 
5.2. IL-1β  
 
La IL-1β es una citoquina proinflamatoria que juega un papel importante en la 
inflamación aguda y crónica (Heasman et al. 1993). Es producida fundamentalmente 
por monocitos activados, macrófagos y fagocitos polimorfonucleares (Heasman et al. 
1993). Se ha descrito que es capaz de estimular la síntesis de PGE2 en fibroblastos 
humanos derivados del ligamento periodontal (Saito et al. 1990).  
 
En este estudio no se han encontrado cambios en los niveles de IL-1β a lo largo 
del embarazo, pero sí una reducción significativa tres meses tras el parto. Estos 
resultados estarían en contra de lo propuesto en los estudios in vitro de Polan et al. 
(1990) y Morishita et al. (1999), los cuales reportaron que la secreción de IL-1β en 
monocitos aislados en mujeres en el tercer trimestre del embarazo era inferior al aislado 
en la fase lútea del ciclo (7UI/ml frente a 52,4 UI/ml) (Polan et al. 1990) y que los 
linfocitos sanguíneos periféricos estimulados con LPS e incubados con diferentes 
concentraciones de progesterona (0,2-200 ng/ml) y estradiol (20 ng/ml) suprimían la 
producción de IL-1β (Morishita et al. 1999). 
 
En cuanto a ensayos clínicos, existe un estudio clínico randomizado controlado en 
el que comparaban el raspado y alisado radicular en el segundo trimestre del embarazo 
con no realizar tratamiento durante el mismo y comprueban el efecto en los niveles de 
IL-1β, entre otros marcadores. Encuentran que el tratamiento periodontal reduce los 
niveles de IL-1β y esto lo asocian a una reducción en el riesgo de parto prematuro 
(Offenbacher et al. 2006). 
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Otros artículos publicados sobre mujeres gestantes con un diseño transversal son 
los de Konopka et al. (2003) y Hasegawa et al. (2003) en los que encuentran niveles 
elevados de IL-1β en suero (Hasegawa et al. 2003) y en FCG (Konopka et al. 2003) de 
mujeres que han dado a luz a prematuros con bajo peso al nacer; o el de Canakci et al. 
(2007) en el que encuentran que los niveles de IL-1β tanto en suero como en FCG son 
superiores en mujeres con pre-eclampsia que en aquellas normotensas. 
 
Los niveles de IL-1β obtenidos en nuestro grupo de mujeres embarazadas fueron 
similares a los descritos en estudios con gingivitis crónica o experimental (Deinzer et al. 
2007, Heasman et al. 1993, Johnson et al. 1997, Kinane et al. 1992), como puede 
comprobarse en la tabla que aparece a continuación. 
 
Autor, año  Salud Gingivitis Periodontitis 
Kinane, 1992  190 (50) ng/ml 950 (230) ng/ml  
Heasman, 1993  16,5 (9,3)ng/ml 131 (76) ng/ml  
Salvi, 1997 16,8 ng/ml 115,8 ng/ml 263,2 ng/ml 
Figueredo, 1999 --- 2,9 (3,2) pg 9,0 (5,3) pg* 
Rawlison, 2000 0,01 (0,01) ng/ml  0,11 (0,14) ng/ml 
Giannopoulou, 2003 6,90 pg 19,5 pg* 43 pg* 
Gorska, 2003    
Faizuddin, 2003 13,25 (3,08) pg/ml 72,35 (36,71) pg/ml* 397,5 (296,66) pg/ml* 
Orozco, 2006 --- 139,10 (26,90) ng/µg  241,40 (39,50) ng/µg 






*** 23,28-30,45pg;  51,78-85,25ng/ml 
Tabla 60: Comparativa entre los resultados obtenidos para IL-1 en este estudio con los registrados 
anteriormente en la literatura. 
  
Por tanto y centrándonos en los resultados del presente estudio, si tenemos en 
cuenta que la primera vez que las mujeres son evaluadas ya se encontraban embarazadas 
y que además en ese momento ya presentaban tanto un mayor índice gingival como 
unos niveles mayores y constantes de IL-1β que las mujeres no embarazadas, en 
realidad sólo podemos especular sobre la potencial influencia de dicha interleuquina en 
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Nuestros datos sugieren que quizás no exista una acción directa local de las 
hormonas sexuales sobre la IL-1β in vivo, si no más bien un efecto de las mismas en el 
medio ambiente local, conocido como un incremento del edema y una hipertrofia de los 
tejidos. 
 
De esta forma, las hormonas sexuales actuarían de forma indirecta, induciendo la 
creación y el mantenimiento de un ambiente local adecuado que favorecería el 
sobrecrecimiento de determinados microorganismos responsables del 
desencadenamiento de una reacción inmuno-inflamatoria. Cuando tras el parto se 
reducen los niveles hormonales, y por tanto desaparece el ambiente local favorable para 
la proliferación bacteriana, también se reducen con ella los mediadores de la 
inflamación asociados al desarrollo de gingivitis. 
 
 
5.3. Correlación entre cambios clínicos e inmunológicos 
 
En un intento por encontrar una explicación al incremento en la inflamación 
gingival durante el embarazo, se propuso como objetivo del estudio determinar la 
existencia de algún tipo de asociación entre dicho incremento y la potencial alteración 
que se encontrara en los niveles de IL-1α y PGE2. Sin embargo, debido a que no se han 
encontrado cambios en los niveles de ambos mediadores a lo largo del embarazo en el 
grupo de embarazadas, dicho objetivo no ha podido ser desarrollado.  
 
En base a los estudios de autores tales como Kinane et al. (1992), Heasman et al. 
(1993) y  Johnson et al. (1997) sobre gingivitis experimental se esperaba encontrar un 
incremento en los niveles de ambos mediadores paralelo al incremento de la 
inflamación gingival.  
 
Sin embargo, siguiendo otra línea, Gonzales et al. (2001), Yucel et al. (2008) o 
Bergmann & Deinzer (2008) no son capaces de establecer una asociación entre ambos 
parámetros. 
 
El mecanismo inmunológico responsable del desarrollo de la inflamación gingival 
es complejo. En este estudio se han pretendido valorar dos piezas dentro de este 
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complicado entramado que representa el sistema inmunológico.  Será necesario valorar 
otros mediadores, otras localizaciones y número mayor de pacientes para poder llegar a 
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6. Líneas de investigación futuras 
 
En primer lugar es importante señalar que tras este estudio ha quedado 
confirmada la existencia de una respuesta gingival exagerada durante el embarazo, sin 
embargo no ha podido establecerse una asociación con los elevados niveles de 
progesterona o estradiol encontrados en saliva.   
 
Por otra parte, algunos estudios previos han postulado que los estrógenos 
pueden tener un efecto antioxidante en los tejidos. La aplicación de estos hallazgos a 
nivel periodontal  puede ser adecuada en el caso de las enfermedades periodontales en 
las que se liberan una gran cantidad de radicales  libres de forma local, especialmente en 
aquellas que afectan a pacientes fumadores. Fruto de estas ideas se propuso un modelo 
experimental con el cual se pretendía evaluar el papel de los fitoestrógenos, un tipo de 
esteroides naturales, con los mismos efectos beneficiosos que las hormoas esteroideas 
(estrógenos) pero sin tener asociados efectos perjudiciales tales como inducir la 
aparición de caracteres sexuales secundarios (Parte II). Este modelo pretende ser la 
base para una línea de investigación futura en la que, en base a los resultados obtenidos, 




En segundo lugar, no se han encontrado cambios significativos en los niveles de 
IL-1β y PGE2 a lo largo del embarazo, aunque bien es cierto, que los valores de IL-1β 
fueron superiores en mujeres embarazadas. Resultaría interesante en este punto poder 
realizar un estudio con un mayor tamaño muestral que permita confirmar o refutar los 
resultados aquí obtenidos. El campo de la inmunología es extenso y complejo. El 
intento de simplificación realizado seleccionando sólo dos mediadores de la inflamación 
puede no haber sido una decisión acertada, pero en cualquier caso eran necesarios 
estudios en los que se observara qué es lo que sucedía durante el desarrollo de la 
gingivitis gravídica desde un punto de vista inmunológico. Este es el primer estudio que 
se centra en este aspecto, por lo que nos sirve para establecer futuras líneas de 
investigación, explorando nuevos mediadores y seleccionando nuevas localizaciones en 
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En tercer lugar, considerando que en los últimos años la medicina periodontal está 
experimentando un gran auge, sería interesante determinar si estos cambios asociados a 
la gingivitis gravídica pueden tener alguna repercusión en la aparición de parto 
prematuro o recién nacidos de bajo peso al nacer. Se ha propuesto que la elevación en 
los niveles de mediadores de la inflamación como consecuencia de una reacción 
inmuno-inflamatoria local pueden desencadenar cualquiera de estas dos patologías 
(Madianos et al. 2002, Khader et al. 2005,  Kinane et al. 2008). Sería por ello 
interesante estudiar la posible repercusión sistémica de la situación periodontal durante 
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En base a los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir que: 
 
1. A lo largo del embarazo se observa un incremento en la reactividad gingival 
frente a la placa, siendo este incremento más marcado en los dientes anteriores y en las 
localizaciones interproximales. 
 
2. Los niveles de progesterona y estradiol en saliva siguen un patrón similar al 
descrito en plasma, con un incremento gradual a lo largo del embarazo y una caída 
brusca tres meses tras el parto; sin embargo, no se encuentran correlaciones 
significativas entre el incremento en el grado inflamación gingival y el aumento en los 
niveles de ambas hormonas. 
 
3. No se observan cambios significativos en los niveles de IL-1β y PGE2 a lo 
largo del embarazo y por tanto tampoco es posible establecer correlaciones con los 
cambios en el grado de inflamación gingival.  
 
4.  Las mujeres embarazadas poseen mayor severidad y extensión de la  
inflamación gingival, mayor reactividad frente a la placa y mayores niveles de IL-1β en 
FCG que las mujeres no embarazadas.  
 
5. Tres meses tras el parto se mantienen las diferencias con las mujeres no 
embarazadas en cuanto a la extensión de la severidad de la inflamación gingival y los 
niveles de IL-1β en FCG. Sin embargo, desaparece la diferencia en el grado de 
reactividad gingival frente a la placa. 
 
6. Son necesarios más estudios en esta línea de investigación que confirmen los 
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• D.N.I.: .............................................................................................……………….. 
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• Que Elena Figuero Ruiz ha solicitado mi colaboración para participar en un proyecto de salud 
bucodental en mujeres embarazadas, que tendrá lugar en el Ambulatorio José Marvá (Área V del 
IMSALUD) y en la Facultad de Odontología de la Universidad Complutense de Madrid.  
 
 
• Conozco la justificación y los objetivos del proyecto, que son la mejora del conocimiento de las 
enfermedades gingivales en las pacientes embarazadas, comparando los parámetros clínicos e 
inmunológicos dentro de un estado hormonal alterado como es el período de gestación. 
 
 
• Se me ha explicado que se va a controlar y mantener mi salud gingival durante todo el embarazo, 
así como 3 meses después del parto. 
 
 
• Para estudiar la inflamación gingival asociada al embarazo, consiento que me tomen muestras de 
saliva y de fluido crevicular gingival mediante una tira de papel absorbente estéril, tratándose de 




• Me comprometo a acudir a la Facultad de Odontología o al ambulatorio José Marvá un total de 4 
veces, durante los meses 2, 6 y 8 del embarazo y a los 3 meses tras del parto. 
 
 
• En caso de tuviera alguna patología bucal, se me ofrecerá la posibilidad de ser tratada en la 
Facultad de Odontología por los profesionales pertinentes. 
 
 
• He comprendido con claridad las explicaciones facilitadas por las facultativas, y he podido 
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• En cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna explicación, puedo revocar el 
consentimiento que ahora presto. 
 
 
• Por todo lo anterior expuesto, manifiesto que estoy satisfecha con la información recibida y doy mi 
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A. DATOS DE FILIACIÓN 
 







            a. Funcionario.                           b. Empleado. 
c. Ejecutivo.                               d. Profesión liberal.              e. Ama de casa. 
 
2. ESTUDIOS:     
   
           a. Ninguno.                                  b. Primaria (colegio). 
c. Secundaria (Instituto/ FP).      d. Universidad. 
 




         - ¿Cuántos?............................................................................................... 
- Alteraciones bucales sufridas:............................................................... 
 
 
B. HISTORIA DENTAL: 
 
1. Última visita al dentista:................  
2. En su opinión ¿cuál es su estado bucal?   a. Malo     b. Regular     c. Bueno 
3. Frecuencia de cepillado dental: 
a. 3 o + veces al día.                      b. 2 veces al día. 





4. ¿Cuándo le hicieron la última limpieza (tartrectomía)? 
Fecha: 
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a. Hace menos de 6 meses 
b. Hace más de seis meses 
 
5. ¿Ha sido diagnosticado anteriormente de enfermedad periodontal o piorrea? 
 
a. No                     
b. Sí      ¿Ha recibido tratamiento para ella? ................................................. 
 
C. HISTORIA MÉDICA: 
 
1. ¿Goza de buena salud?   a. Sí                b. No 
 
2. ¿Toma o ha tomado recientemente algún medicamento? 
 
a. No 
b.Sí  ¿Cuál?.......................... 
 
3. Fuma:   a. Sí       b. No 
 
4. ¿Ha padecido o padece alguna de estas enfermedades? 
• Afectación del corazón.                                             
• Tensión arterial alta. 
• Diabetes (azúcar en la sangre)                                  
• Alteraciones del tiroides 
• Hepatitis u otra alteración del hígado                        
• Leucemia 
• Defectos de neutrófilos                                             
• Enfermedad de Crohn. 
• Manchas en pulmón o tuberculosis                             
• Ataques o epilepsia  
• Insuficiencia renal                                                     
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ANEXO III: ABREVIATURAS 
 
• AVO: All valid observation: mujeres que acuden a al menos una de las visitas del 
estudio. 
• ELISA: Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay. 
• ES: estadísticamente significativa. 
• FCG: fluido crevicular gingival 
• IAS: in all surverys: mujeres que acuden a todas las visitas. 
• IAS-E: mujeres que acuden a todas las visitas realizadas a lo largo del embarazo (1º, 
2º, y 3º visita). 
• IG: índice gingival. 
• IL-1β: interleuquina 1β. 
• IP: Índice de placa. 
• LPS: lipopolisacárido. 
• PGE2: prostaglandina E2. 
• PS: Profundidad de sondaje. 
• RAR: raspado y alisado radicular. 
• Rpm: revoluciones por minuto. 
• 13: canino superior derecho. 
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1. OXIDATIVE STRESS AS AN IMPORTANT FEATURE OF 
INFLAMMATORY DISEASES. 
  
Oxidative stress may be defined as a state in which reactive oxygen species 
(ROS) overwhelm endogenous antioxidant systems (Taniyama & Griendling, 2003). It 
can result either from an overproduction of ROS or from the inactivation of antioxidants 
(Wiernsperger 2003). The generation of ROS could cause damaging sequelae to a great 
number of intracellular macromolecules in eukaryotic cells via several mechanisms, 
including DNA damage, lipid peroxidation, protein deregulation, overburden of 
conventional intracellular antioxidants and triggering the inflammatory cytokine 
cascade (Battino et al. 2003, Moor et al. 2004, Soory 2004). 
 
Antioxidants are defined as any compound that can donate at least one hydrogen 
atom to a free radical, resulting in the termination of radical chain reactions (Vincent et 
al 2004). There are two main types of antioxidants in the human body (Agarwal et al. 
2005):  
a) Enzymatic antioxidants, also known as natural antioxidants. 
They are responsible for the neutralization of excessive ROS in order to avoid 
damaging the cellular structure. This group is formed by superoxide dismutase, 
catalase, glutathione peroxidase and glutathione reductase. 
b) Non-enzymatic antioxidants. 
They are also known as synthetic antioxidants or dietary supplements, and they 
influence the function of the body’s antioxidant system. It is composed of vitamins 
C and E, selenium, zinc, taurine, hypotaurine, glutathione and betacarotene, among 
others. 
 
During inflammation, one of the first lines of defence are migrating 
polymorphonuclear cells (PMN) which locate, identify, phagocytize, kill and digest 
microorganisms and eliminate wound debris. These cells, via the phagocytic isoform of 
NADPH oxidase, can produce large amounts of O-2 (superoxide anion radical) which is 
well known to be critical for defence against bacteria and other pathogens. Bacterial 
products such as bacterial lipopolysacharide can induce the activation of phagocytic 
NADPH oxidase, by lipoproteins or by cytokines such as interferon-γ, interleukine-1β 
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(IL-1β) and IL-8. Superoxide is rapidly converted to a membrane permeable form, H2O2 
(hydrogen peroxide), by superoxide dismutase activity or even spontaneously. Release 
of H2O2 may promote formation of other oxidants that are more stable including 
hypoclorous acid, chloramines and aldehydes. The production of oxidants at the wound 
sites is not restricted to neutrophils alone but may be also produced by macrophages, 
which appear to initiate a long term response to injured cells subsequent to the acute 
response. This massive production of ROS in an inflammatory environment is called the 
“oxidative burst”; and this suggests that wound sites are rich in oxidants along with 
their derivates (Dröge 2002, Sen et al. 2002). 
 
The concentration of oxidants in question is critically important. Although at 
micromolar concentrations oxidants such as hydrogen peroxide may favourably 
influence signal transduction processes that support healing; at milimolar concentrations 
hydrogen peroxide is likely to overwhelm the antioxidant defence system of the healing 
tissue, thereby delaying healing (Sen et al. 2002) In an inflammatory environment 
hydrogen peroxide is produced by activated macrophages at an estimated rate of 2-6 x 
10-14 mol/(h x cell), and may reach a concentration of 10 -100µM in the vicinity of these 
cells (Dröge 2002). 
 
There is a growing awareness that oxidative stress may play a role in various 
clinical conditions, such as diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, atherosclerosis, 
malignant diseases and periodontal disease. These diseases can be divided into two 
major categories: in the first one, we find diabetes and cancer, which show a pro-
oxidative shift in the systemic thiol / disulfide redox state and an impaired glucose 
clearance, suggesting that skeletal muscle mitochondria may be the major site of 
elevated ROS production (Green et al. 2004). This may be referred to as “mitochondrial 
oxidative stress”. In the second group, inflammatory oxidative conditions may be found. 
In these cases, there is an excessive stimulation of NADPH oxidase activity by 
cytokines and other agents. Increased ROS levels are often associated with pathological 
changes indicative of a deregulation of signal cascades and / or gene expression (Dröge 
2002). 
 
An uncontrolled inflammatory host response with damaging consequences 
characterizes diabetes mellitus, rheumatoid arthritis and periodontal diseases. Beyond 
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the initial trigger that initiates these diseases, there are similarities in their pathogenic 
mechanisms, such as: genetic predisposition, an overwhelming inflammatory response, 
oxidative stress and its damaging sequelae on connective tissue, cartilage and bone 
(Soory 2004). 
 
Diabetes Mellitus (DM) is a complex disease characterized by chronic 
hyperglycaemia.  It can be classified into two main types: Type 1 DM, where an 
impaired insulin production leads to an increase in glycaemia, and type 2 DM, which 
results from an excessive hepatic glucose production, decreased insulin secretion and 
insulin resistance. Excessive glucose levels reaching the mitochondria lead to an 
overdrive on the electron transport chain, resulting in an overproduction of superoxide 
anions normally scavenged by mitochondrial superoxide dismutase. When the latter 
fails, oxidative stress develops and this has been proposed as a mechanism responsible 
for the activation of all major pathways of vascular diabetic complications. There is also 
a mechanism of auto-oxidation of glucose in the presence of transition metals, as well as 
the generation of ROS during the process of glycation (Wiernsperger 2003). 
 
Therefore, the abnormally high levels of free radicals induced by hyperglycaemia 
in addition to a decrease antioxidant capacity are the initial changes that lead to 
activation of other pathways resulting in cellular dysfunction and damage (Dröge 2002, 
Taniyama & Griendling 2003, Robertson 2004, Scott & King 2004, Soory 2004, 
Wiernsperger 2003). 
 
A few small-scale trials have suggested the efficacy of the natural antioxidants 
vitamin C and E, Coenzyme Q10 and α-lipoic acid in the treatment of diabetes (Green et 
al. 2004, Scott & King 2004, Singh et al. 2005, Vincent et al. 2004). In vitro studies and 
animal models support the hypothesis that antioxidants improve insulin sensitivity 
(Ceriello y Motz 2004). These natural antioxidants have the advantage of their safety 
and that large oral doses are well tolerated.  The problem is that antioxidants are 
distributed through out the body, with only a small proportion reaching the 
mitochondria, where much of the oxidative damage associated with hyperglycaemia 
takes place (Green et al. 2004). That would mean that antioxidant therapy is limited to 
scavenging already formed oxidants and may, therefore, be considered a more 
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“symptomatic” rather than a causal treatment for oxidative stress (Ceriello y Motz 
2004).  
Periodontits is a chronic inflammatory condition featured by loss of connective 
tissue, alveolar bone resorption and formation of periodontal pockets as a result of the 
complex interaction between microbial plaque biofilm on root surfaces and the host 
immune response (Battino et al. 2005). Although this interaction is compulsory for the 
onset of the disease, uncontrolled inflammatory cycles are known to persist even after 
removal of the antigenic stimulus. This results in high level of proinflammatory 
cytokines and free radicals (Soory 2004). 
 
An increased production of intracellular and extracellular superoxide by PMNs 
during phagocytosis of the periodontal pathogens Fusobacterium nucleatum, 
Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans was 
demonstrated. Tissue injury due to free radical production has been suggested to be 
enhanced in individuals with periodontitis due to a lack of adequate antioxidant defence. 
Exaggerated neutrophil activity may be attributable to defects in the inflammatory 
response in some individuals, but low antioxidant capacity may also be caused by a 
number of factors including smoking and poor nutritional status (Sculley & Langley-
Evans 2003). 
Sculley & Langley-Evans (2003) demonstrated that individuals with the worst 
periodontal health status tended to have a greater oxidative injury. This could be 
explained because there is enhanced ROS-mediated damage to tissue in the most 
advanced states of periodontal disease. Meanwhile, they also found that those 
individuals with the lowest levels of total antioxidant activity were nearly 4.5 times 
more likely to have periodontal disease. 
 
It is unlikely that oxidative processes play a causal role in the aetiology of 
periodontitis, but they are likely to contribute to disease progression, unless abated 
through antioxidant action. Oxidative stress can be induced by the primary causal agent 
bacterial plaque, via the host response. Therefore, it appears that reduced antioxidant 
capacity is part of the pathogenic process of periodontal disease progression. It is 
certain that lower antioxidant concentrations in the gingival crevicular fluid will 
contribute to increased damage to the gingivae and surrounded tissues by activated 
neutrophils (Sculley & Langley-Evans 2003). 
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In this context, antioxidants may have a potential role in the treatment of 
inflammatory diseases. Several studies have shown an improved health status in patients 
with systemic diseases after receiving adjunctive therapy with systemic antioxidants.  
However, although there is a similarity between these diseases and periodontitis, there 
is inadequate documentation regarding this topic in the periodontal literature. Only 
some old articles can be found (Litarru et al. 1967, Nakamura et al. 1973, Tsunemitsu & 
Matsumara 1967), and there are no in vitro studies about them. Therefore, it is 
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2. ENVIRONMENTAL OXIDATIVE AGENT: NICOTINE 
 
Environmental factors such as smoking have a detrimental effect on healing. 
Smokers are almost three times as likely to have severe periodontitis compared to non 
smokers. In general, in studies where plaque accumulation was similar in smokers and 
non-smokers or was adjusted, current smokers had deeper probing depths, greater 
attachment loss, more bone loss and fewer teeth (Johnson & Hill 2004, Bergstrom 2004, 
Rivera-Hidalgo 2003). 
The studies have shown a strong dose-response relationship between the 
amount of tobacco smoked and the severity of periodontal destruction; which further 
supports the role of smoking as a risk factor for periodontitis (Johnson & Hill 2004). 
The most marked difference between smokers and non-smokers in probing depths 
or attachment loss occurs in maxillary lingual area and mandibular anterior teeth, 
suggesting a local effect of smoking (Bergstrom 2004). 
 
Cells of the oral cavity represent primary exposure to nicotine. Gingival 
fibroblasts are fundamental components of the periodontal tissue and their role is 
critical for maintenance of the oral connective tissue and for optimal wound healing 
responses. Nicotine readily penetrates the epithelial barriers of oral mucosa, where it is 
able to affect immunological defence mechanisms, to alter some fibroblast functions in 
vitro, such as collagen production and secretion and the growth and attachment of cells 
to substrates. Thus, this agent can be considered a risk factor in the aetiology and 
progression of inflammatory periodontal diseases (Argentin & Cicchetti 2004). 
 
Various factors contribute to the deleterious effects of smoking on the 
periodontium, including alterations in both microbial and host response factors. There 
are conflicting reports on the effects of smoking on the microflora which, in part, are 
explained by differences in methodology and statistical expression of the data.  Some 
studies report no difference in the prevalence of subgingival bacteria associated with 
periodontitis (Bostrom et al. 2001, Preber et al. 1992, Stoltenberg et al. 1993), while 
there are others that report a higher prevalence of certain microorganisms in smokers 
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis and Tannerella 
forsythia) (Umeda et al. 1998, Van Winkelhoff et al. 2001, Zambon et al. 1996). 
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It is widely accepted that smoking affects various aspects of the innate and 
immune host responses. There have been described alterations in numerous functions 
of oral or peripheral neutrophils, in peripheral blood mononuclear cells, in the levels of 
various cytokines and in the proliferative capacity of T and B-lymphocytes (Johnson & 
Hill 2004). 
 
Nicotine, the major component of cigarette smoke has been shown to have 
damaging effects via an oxidative pathway (Argentin & Cicchetti 2004, Crowley-
Weber et al. 2003, Van der Vaart et al. 2004, Yildiz et al. 1998). The redox potential is 
an important factor for wound healing. Animal and in vitro studies report a decrease in 
the reduced glutathione (GSH) / oxidised glutathione (GSSG) ratio (Chang et al. 2002, 
Chang et al. 2003, Cigremis et al. 2004). That is an indicator of the vital balance 
between oxidants and antioxidants (Van der Vaart et al. 2004). An alteration of this 
ratio has been shown to be associated with an increase in c-fos gene expression, a 
growth- and differentiation-related immediate early gene (Chang et al. 2003, Walker et 
al. 2001). 
 
It was reported that oxidants increase the permeability of cultured human 
tracheal epithelial cells, probably through H2O2 production and impairment of cell 
growth and repair. Cigarette smoke which contains oxidants also causes a penetration of 
electron-opaque horse-radish peroxidase reaction products into the intercellular space of 
the guinea pig trachea. An alteration of the permeability of epithelial barriers is one of 
the consequences of acute inflammation (Yamaya et al. 1995). 
 
 Nicotine has also vasoconstrictive properties, that can impair gingival blood 
flow and revascularation during soft and hard tissue wound healing which is critical for 
periodontal procedures. 
 
Nicotine binds to root surface in smokers and it can alter gingival fibroblast 
attachment (James et al. 1999, Tanur et al.  2000) and β1-integrin expression (Snyder et 
al. 2002) and decrease collagen production while increasing collagenase production. It 
also regulates the production of cytokines (IL-6 and IL-8) (Wendell & Stein 2001) and 
cyclooxygenase-2 (Chang et al. 2003) in cultured gingival fibroblasts. These findings 
might help explain the diminished treatment response to surgical periodontal 
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procedures, especially those involving tissue regeneration (Johnson & Hill 2004, 
Rivera-Hidalgo 2003, Snyder er al. 2002). In vitro studies regarding the effect of acute 
cigarette smoking show an inhibition of fibroblast function involved in reparatory 
processes. 
 
It has been suggested that nicotine has dichotomous effects (Giannopoulou et al. 
2001, Gullihorn et al. 2005, Soory & Suchak 2003, Walker et al. 2001). While smaller 
effects of nicotine, to which light smokers are exposed, can enhance fibroblast 
attachment and growth, higher levels of nicotine can be damaging (Peacock et al. 1993). 
Soory & Suchak (2003) reported that low concentrations of nicotine (1-5 µg/ml) 
enhanced the expression of 5α-reductase activity, resulting in the formation of 5α-
dihydrotestosterone (DHT), the physiologically active androgen implicated in 
stimulating matrix-forming cells. In contrast, higher nicotine concentrations (30, 50, 
100 µg/ml) showed an inhibition of 5α-reductase activity, indicating decreased anabolic 
activity in fibroblasts. This may be due to interaction between ligand dependent and 
independent pathways, for stimulation of androgen metabolising enzymes and the 
release of inhibitory substances at higher concentrations of nicotine, which interfere 
with androgen metabolism (Soory & Suchak 2003). The increased incidence of 
periodontal disease and decreased healing responses in heavy smokers may partly be 
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3. ESTROGENS 
3.1. General  
  
Estrogens generally show anabolic effects in tissues, while progesterone is known 
to have catabolic effects (Bord et al. 2001). It has been suggested that progesterone may 
function as an immunosuppressant in the gingival tissues of pregnant women, 
preventing the rapid acute type inflammatory response against plaque, which would 
result in a chronic tissue reaction with a clinically exaggerated appearance of 
inflammation (Tilakaratne & Soory 2000).  
 
Estrogen is also the most important factor involved in the balance of bone 
formation by osteoblasts and osteoclastic bone resorption (Bord et al. 2003, Suh et al. 
2003, Chen et al. 2002). It is capable of inhibiting bone resorption via a direct inhibitory 
effect on osteoclasts (Chen et al. 2002), or via an indirect effect suppressing the 
cytokine release in osteoblasts (Suh et al. 2003) and increasing the delivery of locally 
produced growth factors such as transforming growth factor-β1 (TGF-β1) and platelet 
derived growth factor-A (PDGF-A), both involved in bone formation (Bord et al. 2001). 
Traditional steroid estrogen replacement therapy reduces the bone loss and the 
incidence of fractures in postmenopausal women; however it may be associated with an 
increased risk of breast cancer.  
 
Estrogens exert their actions by binding to nuclear hormone receptors called 
estrogen receptors (ERs). They are members of a family of activated transcription 
factors that can initiate or enhance the transcription of genes. There have been described 
two subtypes of ERs, ER-α and ER-β, that are distinct proteins, encoded by separated 
genes and located on different chromosomes (Bord et al. 2003). ER-α is the classical 
sex-related receptor, responsible in major part for differential growth to produce sexual 
dimorphism in the developing skeleton. It has been suggested that it can regulate 
osteoclast differentiation under some circumstances. ER-β is widely distributed in 
epithelial and mesenchimal tissues. It has been proved to be the major responsible for 
changes in osteoblast proliferation matrix synthesis in MG63 cell line (Cao et al. 2003). 
 
ERs found in osteoblast-like cells provide a mechanism for a direct action on bone 
(Bord et al. 2003, Chen et al. 2002). It has even been demonstrated that in vitro primary 
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human osteoblasts from young donors respond to estrogen (17β-estradiol: 10-17- 10-10M) 
by increasing the expression of ER-α and ER-β protein expression. After 48h-
incubation, the levels of ER-β returned to basal levels, whereas ER-α expression 
continued to rise. This could indicate that cells had not reached the mineralizing stage 
and collagen synthesis was not down-regulated, suggesting a potential mechanism for 
the observed anabolic effect produced by high-dose estrogen, with the ER-α / ER-β ratio 
dependent on the age of the person, the dose and the length of time of estrogen 
treatment (Bord et al. 2003). 
 
ERs are also located in periosteal fibroblasts, scattered fibroblasts of the lamina 
propia and periodontal ligament fibroblast, proving the different actions of fibroblasts in 
different periodontal tissues. Some of these actions refer to the absence of gingival 
inflammation with increased amount of plaque under an estrogenic effect (Reinhardt et 
al. 1999). It has been demonstrated an inhibitory effect on proinflammatory cytokines 
released by human marrow cells (Gordon et al. 2001) and in PMN chemotaxis (Ito et al. 
1995); a reduction in T-cell mediated-inflammation (Josefsson et al. 1992) and a 
suppression in leukocyte production from the bone marrow (Josefsson et al. 1992). 
  
3.2. Antioxidant effects of estrogens 
 
Life expectancy in women is higher than that of males (Fernández-Ballesteros et 
al. 1999). The basis of this difference is still unknown, but it has been attributed to a 
difference in estrogen concentrations (Asdell et al. 1967, Borras et al. 2003). It has been 
demonstrated that the oxidative damage to mitochondrial DNA is 4-fold higher in males 
than in females’ rats (Borras et al. 2003). This may be due to the higher expression of 
antioxidant enzymes in mitochondria from females when compared with males. 
Therefore, it is necessary to analyze the potential role of estrogens in oxidative stress. 
 
Antioxidant actions have been attributed to estrogens, such as 17β-estradiol, 
estrone or estriol (Chiang et al. 2004; Dantas et al. 2002, Moor et al. 2004; Strehlow et 
al. 2003; Itagaki et al. 2005). However the exact mechanism responsible for this process 
is not completely understood. Some authors have proposed that they are able to act as 
hydroxyl scavengers by virtue of the hydrogen-donating capacity of their phenolic 
groups (Dubey et al. 1999; Haliwell et al. 1987). This would imply a direct non 
Introduction 
Oxidant / antioxidant interactions 273 
receptor-dependent mechanism. But, these observations have been reported at low 
micromolar concentrations, while the physiological plasma concentration of estrogen is 
in the nanomolar range. That means that a direct scavenger effect might not be the 
major mechanism involved (Moor et al. 2004) 
 
Evidence regarding that hormone action is independent of binding to classic 
receptors has been studied by Wang et al. (2003) in cultured human lens epithelial cells. 
They reported that the addition of an estrogen receptor antagonist to the cultured cells 
previously challenged with hydrogen peroxide (50 and 100µM) and 17β-estradiol (1nM 
- 10µM), did not block the protection provided by 17β-estradiol against hydrogen 
peroxide insult. They suggested that the cytoprotective effects of 17β-estradiol in that 
cell line were not dependent on its ability to affect the production of soluble ROS, but to 
its capacity to protect against collapse of mitochondrial membrane potential, ATP 
depletion and cell death (Moor et al. 2004, Wang et al. 2003). 
 
Other authors have proposed that estrogen modulates the generation of free 
radicals by interacting with its nuclear receptor and therefore, decreasing oxidative 
proteins and / or increasing antioxidative enzymes expression (Arnal et al. 1996, Itagaki 
et al. 2005, Kim et al. 1996, Moor et al. 2004, Strehlow et al. 2003).  
Strehlow et al. (2003) tested the antioxidant effects of 17β-estradiol at a 
concentration of 1µmol/l in cultured vascular smooth cells from rat thoracic aorta. They 
obtained that after 12 hour-incubation, 17β-estradiol prevented angiotensine II-induced 
ROS production. They propose that estrogen may exert their antioxidant actions via a 
direct impact on antioxidant defence mechanisms, as they also reported an up-regulation 
in superoxide dismutase activity after incubation with 17β-estradiol. They proposed that 
these actions were mediated by ER activation, as it was proved by their blockage after 
co-stimulation with the ER antagonist. 
 
A modulatory effect of estrogens in NADPH oxidase activity has also been 
suggested (Dantas et al. 2002, Itagaki et al. 2005). It has been demonstrated in an in 
vitro study with cultured rat hepatic stellate cells that physiological concentrations (10-9-
10-7mol/L) of estradiol were capable of inhibiting ROS generation, lipid peroxidation 
and antioxidant enzyme loss via the suppression of NADH / NADPH oxidase activity 
through the estrogen receptor. Even more, it was shown that the stimulatory effects of 
Introduction 
Oxidant / antioxidant interactions 274 
progesterone (10-7-10-6mol/L) in ROS generation were inhibited by simultaneous 
incubation with estradiol in a dose-dependent manner. This indicates that there is a 
competing regulation between the actions of estradiol and progesterone on oxidative 
stress-induced ROS generation originating from NADH / NADPH oxidase (Itagaki et 
al. 2005).  
The effects of estrogen in NADPH oxidase activity were proved by Dantas et al. 
(2002) in microvessel from spontaneous hypertensive female rats (in vivo). They 
evaluated the effects of physiological concentrations of estrogen (203.2pg/ml) on 
oxidative stress, and they observed an influence of estrogen in oxidative stress via 
modulation of NADPH oxidase activity  
 
It has been reported that estrogen supplementation could be beneficial against 
heart disease through the inhibition of lipoprotein peroxidation. Jain et al. (2004) 
demonstrated in an in vitro study with U937 monocyte cell culture model that 
premenopausal physiological concentrations of estrogen (1, 10nM) significantly 
decreased oxidative stress caused by high-glucose (30mM) treatment. 
 
The potential beneficial effects of estrogens have been widely reported in the 
literature; however, they have adverse side effects, such an increase in the risk of breast 
cancer (Suh et al. 2003). The use of agents with estrogenic activity (phytoestrogens), 
but without their negative side-effects would be a great advance in the treatment of 
several diseases, and among them periodontal disease. 
Therefore, an in vitro study was designed to test the potential role of three 
antioxidants, alone and in combination with nicotine, in the metabolism of testosterone 
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4. ROLE OF ADJUNCTIVE ANTIOXIDANTS IN CONJUNTION 
WITH CONVENTIONAL MEASURES 
 
Conventional measures for management of patients affected by periodontal 
disease include oral hygiene instructions, scaling and root planing, and different 
approaches to periodontal surgical procedures. The outcome of these therapies is 
subjected to the healing ability of the damaged tissues.  
 
As it has been reviewed, one important problem in achieving good results after 
periodontal treatment is found in smokers. Tissues exposed to high levels of nicotine 
have a reduced healing potential (Johnson & Hill 2004). This has lead researchers to 
look for alternatives ways for treating this problem.  
 
In recent years, an increasing interest in antioxidant agents is growing in General 
Medicine. They are being used for treating several diseases in which increased oxidative 
damage is the common feature. Among them, periodontal diseases may be included. 
However, conventional Dentistry has not resorted to using these agents in quite the 
same way as in General Medicine for their application in periodontal patients. Only a 
few authors have reported the benefits of employing antioxidants agents as adjuncts in 
conventional periodontal treatment. 
  
This study will review the role of three well-known antioxidant agents - 
Coenzyme Q10, Pycnogenol® and phytoestrogens – and it will test the effects of these 
agents in human cultured osteoblasts and periosteal fibroblasts, in order to improve the 
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4.1. Coenzyme Q10 
 
Coenzyme Q10 (CoQ), or urbedicarenone, is intrinsic to human tissue including 
the gingiva, and is a vitamin according to the basic science of nutrition. It has a 
fundamental role in the electron transfer reaction of respiration and coupled oxidative 









Figure 1: Chemical structure of CoQ. 
 
The biosynthesis of CoQ in the human body is a nutritional process, since it is 
derived from dietary tyrosine by a largely known sequence of biosynthetic reactions 
(Littarru et al. 1971). It is also found in a wide range of foods (Watts 1995). 
 
The existence of CoQ in the gingival tissue of humen is apparent from the 
demonstration of the specific activities of the CoQ-enzyme system of mitochondrial 
origin (Littarru et al. 1971). 
 
In 1967, Tsunemitsu and Matsumura first described the clinical administration of 
a form of coenzyme Q (CoQ7) to patients with severe destructive periodontal disease 
and hypercitricemia. They reported that the hypercitricemia was normalized by the oral 
administration of CoQ7 (Tsunemitsu &Matsumura 1967). 
 
However, the role of CoQ in periodontal disease has not been known until Littarru 
et al. (1971) found that gingival biopsies from patients with diseased periodontal tissue 
showed a deficiency of CoQ, in contrast to patients with normal periodontal tissue, 
which showed no deficiency. That report provided an account of the first treatment with 
CoQ of a patient with periodontal disease in the United States. 
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Nakamura et al. (1973) studied the enzyme activities of the succinate 
dehydrogenase-CoQ reductase in the absence and in the presence of exogenous CoQ. A 
study of this CoQ-enzyme in gingival mitochondria from patients with obvious 
periodontal disease indicated a deficiency of CoQ at its succinate site. 
 
Matsumara et al. (1973) conducted a double-blind trial of CoQ in patients with 
destructive periodontitis who had not benefited adequately from the hygienic phase. 
Clinical examination and statistical analysis revealed therapeutic improvement from the 
administration of CoQ. It was concluded that in certain patients oral hygienic phase 
combined with therapy with CoQ could provide improved treatment and longer 
benefits. 
 
Presumably, the diseased gingival tissue could require more energy to generate 
new tissue and it is achieved through the bioenergetics of respiration, which requires 
CoQ (Nakamura et al. 1974). CoQ has reported beneficial effects in mopping up free 
radicals, improving periodontal treatment outcome measures (Hanioka et al. 1994, Lunn 
et al. 1997, Nylander et al. 1996, ) and lowering glucose levels in diabetic patients 
respectively (Liu et al. 2004). It has antioxidant effects on fibroblasts and osteoblasts.  
 
CoQ has been used for treatment of various systemic diseases. In the case of 
Parkinson´s disease a potential role of the mitochondria in the pathogenic process has 
been suggested on the basis of a mitochondrial respiratory chain complex I deficiency 
and oxidative damage in postmortem brain tissues of Parkinson´s disease patients. 
Winkler-Stuck et al. (2004) reported a restoration of the activity of the respiratory chain 
complexes after skin fibroblasts from Parkinson´s disease patients were incubated in a 
medium with 5µM CoQ. They propose that the main action of CoQ under their 
experimental conditions is due to its antioxidants property, protecting mitochondrial 
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4.2. French maritime pine bark, Pycnogenol ® 
 
The term pycnogenol was firstly introduced to describe an entire class of 
flavonoids composed of flavan-3-ol derivatives. The word is formed by the Ancient 
Greek puknos (condensed) and genos (class, family). 
 
The first reference of the use of Pycnogenol in health sciences comes from the 4th 
century BC when Hipocrates mentions its use against inflammatory diseases. Later, in 
the Thesaurus Medicaminum, compiled by the pharmacist H Minner in 1947, pine bark 
was considered helpful for wound healing. In the New World, Native Americans 
utilized the bark of pine as a food, beverage and a remedy for various conditions 
(Packer et al. 1999). In 1535 Jacques Cartier and his men were caught in the middle of 
winter in Quebec (Canada). Because of the absence of fruits and vegetables, they 
developed scurvy, with severe implications in their periodontal tissues. Local Indians 
prepared a tea derived from the bark of some specific native pine trees. A few days after 
drinking this beverage, Cartier and his crew experienced a recovery from their gingival 
disease (Kimbrough et al. 2004). Since then, this pine bark extract has been used in 
Europe and North America for the treatment of inflammatory diseases and wound 
healing (Grimm et al. 2003). 
 
Currently, Pycnogenol ® is a proprietary phytochemical extracted from the bark 
of the French maritime pine (Pinus maritima) from Bag of Biscay in the Landes de 
Gascogne in France. It is a blend of monomeric phenolic compounds (catechin, 
epicatechin and taxifolin) and condensed flavonoids (procyanidins). These condensed 
polyphenols are formed by “bricks” of the flavan -3-ols catechin and epicatechin linked 
together into lengths ranging from dimmers to heptamers (B1, B3 and B7). In addition, 
it contains phenolic acids, such as p-hydroxy benzoic, protocatechuic, gallic, vanillic, p-
coumaric, caffeic and ferulicands (Kimbrough et al. 2004, Ni et al. 2002); and 
glycosylation products (glucopyranosyl derivatives of either flavonols or phenolic acid) 
as minute constituents. It is now employed as a nutritional supplement and a 
phytochemical remedy for various diseases (Packer et al. 1999). 
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Flavonoids exert direct antioxidant activities, via direct scavenging of free 
radicals. They have a highly reactive hydroxyl group that gets oxidized by electron-
donation (Schmitt-Schillig et al. 2005). 
 
Pycnogenol® exerts a strong antioxidant action. Phenolic acids, polyphenols and 
flavonoids are composed of one or more aromatic rings bearing one or more hydroxyl 
groups. Therefore, they are potentially able to quench free radicals by forming 
resonance-stabilized phenoxyl radicals (Packer et al. 1999). This activity has been 
demonstrated by in vitro, in vivo and animal studies (Packer et al.1999, Siler-Marsiglio 
et al. 2004). Blazso et al. (1994) observed a correlation between the antioxidant activity 
of Pycnogenol® and the anti-inflammatory response. It can affect cell death and 
survival after various types of proapoptotic stimuli (Pereira & Oliveira 1997). 
 
Pycnogenol® protects against H2O2-induced DNA damage (O’Brien et al. 2000). 
Concentrations ranging from 20 to 80µg/ml are associated with a significant protection 
from lipid peroxidation and cell damage induced by t-butyl hydroperoxide (Rong et al. 
1994). And even minimal concentrations such as 2.5µg/ml have been shown to protect 
pigmented epithelium of the retina from lipid peroxidation induced in vitro by ferric 
iron (Ueda et al.1996). 
 
In cell culture systems with endothelial cells or keratinocytes the maritime pine 
bark extract inhibited the activation of NF-ΚB and expression of the adhesion 
molecules ICAM-1 and VCAM-1. Furthermore, it was demonstrated that the release of 
ROS was inhibited by pre-treatment of cells with pine bark extract before challenge 
with tumour necrosis factor α (TNF- α) (Grimm et al. 2004). 
 
In vivo studies have demonstrated that Pycnogenol® is bioavailable in humans. 
However, these studies have to be interpreted with caution because the compounds in 
the supplementation mixture may not be the compounds that eventually exert biologic 
activity (Packer et al. 1999). It has also been shown to be therapeutically effective at a 
daily dosage of 75 mg against melasma, (characterized by an increase in oxidative 
stress) with no associated side effects (Ni et al. 2002). 
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Recently, there have been some attempts at applying the antioxidant activities of 
Pycnogenol ® in the field of wound healing. During the healing process, collagen 
matrix remodelling occurs. It requires abundant amounts of ascorbic acid for the post-
translational hydroxylation of proline. Furthermore, the balance of the matrix-specific 
proteinases and their inhibitors is involved in the degradation of the injured matrix and 
the synthesis of another matrix in exchange.  It has been shown that Pycnogenol® and 
its constituents display a high affinity to matrix proteins, such as collagen and elastane 
(Blazso et al. 2004). Blazso et al. (2004) demonstrated in an animal study with rats that 
regular topical application of Pycnogenol® (1-5%) during a 20-day period accelerates 
the wound healing process in skin and reduces scar formation. They also have a strong 
inhibitory effect towards the activity of metalloproteinase-1 (MMP-1), MMP-2 and 
MMP-9. This may in part explain the effect of Pycnogenol® in protecting them from 
proteolytic degradation via MMPs (Grimm et al. 2004). 
 
In the world of Periodontology there has been not much research about the use of 
Pycnogenol® for the treatment of inflammatory periodontal disease. Kimbrough et al, 
(2002) demonstrated a reduction in the mean bleeding scores of 50% in a group of 
healthy patients chewing six pieces of Pycnogenol® (5mg) daily for 14 days. They 
suggested that the use of Pycnogenol® chewing gums could minimize gingival bleeding 
and dental plaque formation via their anti-inflammatory activity. 
 
Battino et al. (2005) added 100 µl of a Pycnogenol®-enriched toothpaste extract 
to the culture medium of human keratinocytes cell cultures 48 hours prior to challenging 
the cells with hydroxide peroxide (150µM). After an incubation period of 30 minutes 
they measured the cell viability / cytotoxicity. The results showed that there was an 
absence of any influence (neither toxicity nor protection) of the toothpaste extract on 
immediate cell viability. Therefore, although the role of Pycnogenol® in scavenging 
ROS is well-known, perhaps these results could be attributed to the formulation of the 
toothpaste itself, with the antioxidant extract being retained in the paste because of its 
lower hydrophilicity. 
 
In summary, as it has been shown there is increasing interest in the potential role 
of Pycnogenol ® in the treatment of inflammatory diseases in general medicine; 
however, there are only a few studies about its effects on periodontal tissues. 
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4.3. Phytoestrogens 
 
Phytoestrogens are plant derived, non-steroidal compounds which have a unique 
diphenolic structure that gives them a high stability (Dang & Lowik 2005, Magee & 
Rowland 2004). Based on their chemical structures they can be classified into three 
main groups: flavonoids, coumestans and lignans. The group of flavonoids includes 
flavanones, flavones and isoflavones (Dang & Lowik 2005, Dijsselbloem et al. 2004, 
Whitehead & Lacey 2003) (Figures 2 and 3). 
 
In recent years, phytoestrogens have attracted much attention because of their 
potential beneficial role in prevention and treatment of several systemic diseases 
(cardiovascular diseases, osteoporosis, DM, obesity, etc) (Dang & Lowik 2005, Magee 
& Rowland 2004, Oh et al. 2005). 
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Phytoestrogens share structural features with estrogens: they have particular 
hydroxyl groups that can be positioned in a stereochemical configuration virtually 
identical to the one of estrogen. Due to this structural similarity, they have the ability to 
combine with ERs. They can bind to both ER-α and ER-β with different affinities 
(Dijsselbloem et al. 2004, Magee & Rowland 2004, Morito et al. 2002). Their affinity 
for ER-α is 100 times lower than that of estrogens, while they seem to preferentially 
bind to the ER-β isoform (Dijsselbloem et al. 2004, Magee & Rowland 2004). The most 
active compound is coumestrol that binds to both ER-α and ER-β with strength similar 
to that of 17β-estradiol (Morito et al. 2002). They can therefore act as estrogen agonists 
and antagonists competing for estradiol at the receptor complex, and they have been 
proposed as potential alternative therapies for osteoporosis (Suh et al. 2003).  
 
ER expression is induced by oxidative stress, which affects to ER-α and ER-β 
expression differently. This suggests that estrogen may have a role in self-protective 
mechanisms of cells. This may help explain the effects of estrogens and phytoestrogens 
in diseases involving inflammation (Tamir et al. 2002). It is important to highlight that 
although the relative binding affinity of estrogen for each receptor isotype is stated to be 
at least 1000-fold higher than that of phytoestrogens; the latter could evoke biological 
responses, because of the higher achievable concentrations in plasma as compared to the 
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Isoflavonoids are mainly found in “Leguminosae”. Among them, genistein 
(4´,5,7-trihydroxyisoflavone), daidzein (4,7-dihydroxysoflavone) and their 4´-
methylether derivatives, biochanin A and formononetin, respectively, are the best 
known. In recent years, genistein has attracted considerable attention because 
epidemiological studies have demonstrated an association between soy-bean containing 
diets and a decrease in the incidence in certain human cancers in Asian populations 
(Barnes et al. 1990). 
 
Phytoestrogens are usually ingested in their conjugated forms. They undergo 
extensive hydrolysis by enzymes (β-glucosidases) released in the intestinal tract by 
bacteria. These enzymes can either hydrolyse the sugar moiety or demethylate these 
compounds, releasing the principal aglycones, genistein and daidzein. These aglycones 
can be directly absorbed by non-ionic passive diffusion through the gut wall and enter 
enterohepatic circulation, or can first undergo further biotransformation to a range of 
metabolites. Genistein is metabolized mainly into 6´-hydroxy-O-demethylangolensin 
and 8-hydroxydaidzein. Daidzein is transformed into o´-demethylangolensin and equol 
(Rimbach et al. 2003). 
 
Subsequently, only less than 3% of the free aglycone can be detected in blood. 
Moreover, the grade of further metabolization of isoflavones by gut bacteria is subjected 
to large inter-individual variation, depending on gastrointestinal microflora and diet 
(Dijsselbloem et al. 2004, Rimbach et al. 2003). Therefore, these metabolites, rather 
than their parent compounds, are the ones to which cells are predominantly exposed  
(Rimbach et al. 2003).  
 
Phytoestrogens can exert their potential beneficial effects via both their estrogenic 
properties (binding to estrogen receptors) (Dijsselbloem et al. 2004, Magee & Rowland 
2004) and via an antioxidative pathway (Rimbach et al. 2003). Genistein and daidzein 
have been proved to scavenge hydroxyl and superoxide anion radicals. However, the 
metabolism of the aglycone forms (genistein and daidzein) enhances their antioxidant 
properties, being more potent in scavenging hydroxyl and superoxide anion radicals 
than the aglycones themselves (Rimbach et al. 2003).  
 
Introduction 
Oxidant / antioxidant interactions 284 
In vitro studies indicate that phytoestrogens inhibit proliferation of several 
tumours, induce differentiation, and reduce angiogenesis (Dijsselbloem et al. 2004). 
However, Pool-Zobel et al. (2000) could not demonstrate a beneficial effect of genistein 
(12.5-100µM) in inhibiting DNA damage; even more, they found that genistein was an 
inducer of DNA strand breaks in human colon cells. 
 
 An anabolic role of phytoestrogens in bone has been proposed (Jia et al. 2003). 
Coumestrol, daidzein and genistein (10-7-10-6M) are capable of increasing alkaline 
phosphatase activity and enhancing bone mineralization in cultures of MC3T3-E1 cells, 
an osteoblasts-like cell line, suggesting an implication in bone metabolism (Kanno et al. 
2004). Yamaguchi & Gao (1998) demonstrated an inhibitory effect of genistein (10-7-
10-5M) on bone resorption induced by parathyroid hormone and prostaglandine-E in 
female rat osteoblasts (increase in bone alkaline phosphatase activity and decrease in 
bone acid phosphatase activity). Jia et al. (2003) demonstrated a stimulatory effect of 
daidzein (10, 100µM) in different levels of osteoblasts differentiation, from the early 
stage (increase in alkaline phosphatase activity) to the last one (increase in osteocalcine) 
in osteoblasts cell culture from calvarian of newborn Wistar rats, proposing a 
mechanism mediated via bone morphogenetic protein-2 activity, as they found it to be 
increased after incubation of cells with daidzein. It has been reported that soybean 
isoflavones inhibit TNF-α-stimulated apoptosis and production of IL-6 and 
prostaglandin E2 by osteoblastic cells in vitro (Suh et al. 2003). All these studies suggest 
a potential role of phytoestrogens in the treatment and prevention of bone loss.  
 
A dose-dependent effect of phytoestrogens on bone has also been described. Low 
concentrations enhance osteogenesis and inhibit adiposis, while high concentrations 
have the opposite effects, with isoflavones influencing bone formation rather than bone 
resorption. These biphasic effects may be due to the concurrent activation of ERs and 
peroxisome proliferators-activated receptors, which produce divergent actions in the 
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5. STEROID HORMONES AS BIOMARKERS OF WOUND 
HEALING 
 
Hormones are specific regulatory molecules that modulate reproduction, growth, 
development and maintenance of the internal environment, as well as energy 
production, utilization and storage. They can be classified into four main groups based 
upon their chemical structure: steroids, glycoproteins, polypeptides and amines. 
 
Steroid sex hormones are derived from cholesterol. They shared a common 
structure formed by three rings of six carbon atoms. All of them play an important role 
in the maintenance of the skeletal integrity (Mascarenhas et al. 2003). 
 
Sex hormones exert their influence by binding to specific intracellular receptors 
that belong to a superfamily of ligand-activated transcription factors that regulate cell 
growth, differentiation and development. The receptors are zinc finger proteins sharing 
a highly conserved DNA-binding domain that interact with hormone-response elements 
and modulate the transcription of target genes. The formation and activity of sex 
hormone-receptor complexes thereby play an important part in cell interactions, 
inflammation and connective tissue breakdown (Parkar et al. 1996). 
 
It has been suggested that sex hormones may have an important role in chronic 
inflammatory periodontal diseases. The expression of androgen receptor has been 
detected in a high proportion of periodontal and gingival tissue and in fibroblasts 
derived from the same source (Parkar et al. 1996, Vittek et al. 1979). It has also been 
shown that periodontal tissues are capable of metabolizing sex hormones and thereby 
are able to form their respective potently active metabolites (Vittek et al. 1979). 
 
Androgens (testosterone) are hormones responsible for masculinization. They 
affect skeletal maturation and exert significant effects on the homeostasis of mature 
bone (Issa et al. 2002). 
Testosterone is converted by the enzyme steroid 5α-reductase (5α-R) to 5α-
dihydrotestosterone (DHT) before binding to the androgen receptor (Vanderschueren et 
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al. 2004). This explains the importance of taking into account the metabolism of the 
hormone within the cell type studied (Issa et al. 2002). 
DHT has been found to be biologically more potent than testosterone, because it 
binds more tightly to the androgen receptor, and the DHT-receptor complex activates a 
receptor reporter gene more efficiently than testosterone. DHT may even regulate 
specific genes that do not respond to testosterone. In addition, it has been reported that 
in most androgen target organs, DHT is the most active intracellular androgen when 5α-
R activity is present (Issa et al. 2002). 
 
Thus, 5α-R plays a central role in androgen action by catalyzing the conversion of 
testosterone to the more potent hormone DHT. Two 5α-R isoenzymes, designated type 
1 and 2, have been identified. Type 1 isoenzyme is found predominantly in peripheral 
tissues, while type 2 is found abundantly in male reproductive tissues and is associated 
with target tissues.  It has been suggested that type 1 enzyme has a catabolic role, while 
the type 2 enzyme has an anabolic one (Issa et al. 2002, Normington & Ruseell 1992; 
Tilakartne & Soory 2000). The rat type 2 isoenzyme has 10 to 20-fold higher affinity 
for testosterone than type 1 isoenzyme, and it has been shown to be anabolic in 
androgen target tissues (Normington & Ruseell 1992) (Figure 4). 
 
The physiologically active androgen DHT is implicated in stimulating matrix-
forming cells (Vittek et al. 1979), and there is documented evidence of its anabolic 
effects (Tilakaratne & Soory 2000). The rate of periosteal bone formation has been 
shown to be significantly elevated in response to DHT alone and in combination with 






                             
  TESTOSTERONE                                    5α-DHT 
Figure 4: Metabolic conversion of testosterone to dyhydrotestosterone mediated by 5α-
reductase activity. 
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This finding suggests that matrix turnover in gingiva is characteristic of androgen 
target tissue and that steroid hormone metabolic profiles could serve as indices of 
healing responses in gingiva (Soory & Suchak 2003). Therefore, testosterone and DHT 
acting directly on the periodontium may have an important anabolic role in connective 
tissue and bone repair processes. Thus, in chronic inflammatory periodontal diseases, 
when anabolic activity in affected tissue is considerably reduced, the effect of 
testosterone would be of maximum importance.  
 
In view of the anabolic effects of circulating androgens on healing and repair 
(Coxam et al. 1996) it is relevant to study the modulatory effects of nicotine, 
phytoestrogens, coenzyme Q10 and Pycnogenol®, alone or in combination, on 
androgen metabolism in cultured human periosteal fibroblasts and in osteoblasts in the 
context of oxidative stress. 
 
Effects Of Androgens In The Periodontium 
1. Stimulate matrix synthesis by osteoblasts and periodontal ligament fibroblasts.  
2. Stimulate osteoblast proliferation and differentiation.  
3. Reduce IL-6 production during inflammation 
4. Inhibit prostaglandin secretion.  
5. Enhance osteoprotegerin concentration.  
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6. PERIOSTEAL FIBROBLASTS AND OSTEOBLASTS 
 
6.1. Osteoblasts 
Osteoblasts have their origin in the multipotential stem cell in bone marrow (Bai 
et al. 2004). They produce alkaline phosphatase activity, type I collagen and osteopontin 
in association with matrix maturation and mineralization (Kanno et al. 2004). 
 
The effect of oxidative stress in osteoblasts has been studied by different authors. 
In vitro studies have demonstrated that an excess in ROS was capable of inhibiting 
differentiation in osteoblasts.  Recent reports showed that incubation of MC3T3-E1, a 
mouse preosteoblast cell line, and M2-10B4, a mouse marrow stromal cell line, with 
oxidants such as H2O2 (1Mm), xanthine (25µm) and xanthine oxidase (25mU/ml), 
resulted in an increase in ROS. This oxidative stress was capable of inhibiting alkaline 
phosphatase activity, and therefore, inhibited differentiation in bone cells (Mody et al. 
2001). These results have been confirmed by Bai et al. (2004), with even less 
concentrations of H2O2 (0.1mM) inhibiting osteoblastic differentiation (reduction of 
alkaline phosphatase activity, type I collagen and colony-forming unit osteoprogenitor) 
in rabbit calvarian osteoblasts and bone marrow stromal cells. All the effects were 
blocked with the addition of an antioxidant (Trolox) to the medium (Mody et al. 2001). 
The mechanism responsible for this process is not yet well understood, but is has been 
proposed that extracellular signal-regulated kinases (ERKs) and NF-κB might play an 
important role in it, as they were both activated by H2O2 (Bai et al. 2004). 
 
Bone is a target tissue for sex steroid action as it has been demonstrated by the 
presence of estrogen (Bord et al. 2003, De Wilde et al. 2004, Eriksen et al. 1988, 
Vanderschueren et al. 2004) and androgen receptor (Colvard et al. 1989, 
Vanderschueren et al. (2004) (ER and AR) in osteoblasts. It determines the ability of 
this cell-type to respond to these steroids. However, depending on the development 
stage of the osteoblast cells, the profile expression for each receptor seems to be 
different. Wiren et al. (2004) studied the levels of ER and AR during in vitro osteoblasts 
differentiation using normal rat calvarial-derived primary osteoblastic cultures. They 
reported that ER-α expression was highest during the matrix maturation stage, while 
declining in post-mineralizing cultures. ER-β expression remained fairly constant 
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during all the developmental stages, being more elevated than ER-α in post-
mineralizing cultures. The highest levels of AR were achieved during the differentiation 
and mineralization stages, suggesting a potential role for androgens in the regulation of 
osteoblasts differentiation and mineralization. Therefore, they suggested a biologically 
relevant role for sex steroid during normal osteoblasts differentiation. 
 
Androgens could be defined as potent inhibitors of bone resorption (Davey et al. 
2000, Liegibel et al. 2002, Vanderschueren et al. 1992, Vanderschueren et al. 2004) and 
inducers of osteoblasts proliferation (Kasperk et al. 1989). It has been shown that both 
ground fragments of human bone and cultured human osteoblasts-like cells express 5α-
reductase activity, and therefore they can form DHT from circulating androgen 
precursors (Bruch et al. 1992, Schweikert et al. 1980).  The type 1 isoenzyme is the 
predominantly active enzyme in human osteoblasts-like cells (Issa et al. 2002). 
DHT has been proved to induce osteoblast differentiation via an increase in 
osteoblastic differentiation markers (Davey et al. 2000, Mason & Morris 1997, 
Vanderschueren et al. 2004). In vivo studies with female rats showed an increase in 
serum alkaline phosphatase (Mason & Morris 1997) and in mRNA levels of α1(I) 
collagen, osteocalcin, alkaline phosphatase and osteopontin in bone samples of rats 
sacrificed after having received a dose of 40 mg/kg body weight of DHT (Davey et al. 
2000).  
 
Androgens may also modify the impact of mechanical strain in bone, by directing 
its metabolism from a high turnover and bone-losing state into an anabolic process 
(Liegibel et al. 2002). Human bone cells are anchored to the organic bone matrix via 
adhesion receptors of the integrin superfamily (Liegibel et al. 2002). Integrin receptors 
physically connect the extracellular bone matrix with cytoskeletal microfilaments. This 
link enables osteoblasts to respond more rapidly to deformation strain. This has been 
proved by Liegibel et al. (2002) in an in vitro study with cultured human osteoblasts 
grown in the presence or absence of a testosterone metabolite (DHT). They applied a 
deformation strain of 17KPa during one hour, after a 3 hour-period rest, for a total of 48 
hours. They obtained an increase of alkaline phosphatase activity, type 1 collagen and 
osteoprotegerine secretion, after pre-treatment with DHT (10nM).  
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As well as androgens, estrogens exerts antioxidant effect in bone cell cultures, as 
they are capable of increasing alkaline phosphatase activity, osteocalcin and 
osteoprotegerin secretion (Bord et al. 2003, De Wilde et al. 2004, Okazaki et al. 2002) 
 
Nicotine can also affect osteoblasts, as it has been demonstrated by Walker et al. 
(2001) by the presence of a specific receptor for nicotine in human primary osteoblasts, 
human trabecular bone biopsies from tibial fracture repair patients and the osteoblasts-




Fibroblasts are spindle-shaped cells with oval nuclei and readily apparent nucleoli 
(Tanur et al. 2000). 
Nicotine binds to root surface in smokers and it can alter gingival fibroblast attachment 
(James et al. 1999, Tanur et al. 2000) β1-integrin expression (Snyder et al. 2002) and 
decrease collagen production while increasing collagenase production. It also regulates 
the production of cytokines (IL-6 and IL-8) (Wendell & Stein 2001) and 
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HYPOTHESIS 
 
Oxidants such as nicotine or glucose are responsible for a reduction in the levels 
of DHT, while antioxidants, such as CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens are capable 
of increasing the levels of DHT over control incubations. In addition, antioxidants will 
be able to neutralize the effects of oxidants, by means of increasing DHT yields above 




1. Determine the effect of nicotine in the metabolism of 14C-testosterone by 
cultured human periosteal fibroblasts and osteoblasts. 
2. Analyse the role of antioxidants such as CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens 
on the activity of 5α-reductase, in cultured human periosteal fibroblasts and 
osteoblasts. 
3. Identify the role of these antioxidants in suppressing the catabolic role induced 
by nicotine,  by increasing the amounts of DHT over those obtained with 
nicotine alone. 
4. Compare the effects of these agents in two different cell types: human periosteal 
fibroblasts and osteoblasts. 
5. Find an application for the results obtained in vitro in future clinical trials in 
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1. MATERIALS 
Authentic steroids 
Authentic steroids were supplied by Sigma Chemicals Co (Poole, Dorset, UK). 
They were dissolved and redistilled in ethanol (supplied by Merk Chemicals Ltd; 
Dagenham, Essex, UK) at appropriate concentrations and stored. 
 
Radioactive steroids 
The radioisotope 14C-Testosterone (specific activity 58µCi/µmol) was obtained 
from Amersham International (Amersham, Bucks, UK).  It was provided in 1 ml 
toluene solution. The toluene solvent was evaporated and the 14C-Testosterone was 




The organic solvents for thin layer chromatography (benzene and acetone), ethyl 
acetate for extraction of metabolites and chloroform to solubilise the dried bulk of 
extracts were all provided by BDH Chemicals (Merck) (Dagenham, Essex, UK). 
 
Testing agents 
The antioxidants CoQ10 and Pycnogenol® were gifted by Pharmanord Ltd. The 
plant extracts phytoestrogen was obtained from Bootes´ chemists. Nicotine was 
provided by Sigma Chemicals Ltd., Fancy Road, Poole Dorset.  
They were all stored in a freezer at -20ºC, after aliquoting in suitable concentrations. 
 
Material for thin layer chromatography 
The thin layer chromatography (TLC) plates were pre-coated silicagel kiesegel 60 
(20 x 20cm) obtained from BDH Chemicals Ltd (Merck), Dagenham, Essex, UK. 
 
Tissue culture materials 
The incubation medium used was Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM), 
with 10% foetal bovine serum (FBS), L-glutamine (200mM), penicillin (5000 IU/ml) 
and streptomycin (5mg/ml) solution and sodium bicarbonate in order to obtain a neutral 
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pH. The transport medium used for transportation of tissues was Hank’s Balanced Salt 
Solution (BSS). They were all provided by Invitrogen Ltd; Scotland. 
The tissue culture flasks, Petri dishes, multi-well plates and sterile ampoule used for 
storage of cells were also purchased from Gibco Ltd. Trypsin (0,25%) was used to 
trypsinize the cells. 
 
Culture cells 
Human periosteal fibroblasts (HPF) were obtained from eight patients (4 males 
and females), aged 30 to 50 years, with muco-gingival / periodontal problems attending 
the Department of Periodontology, King’s College Dental Institute, London, UK. They 
were all free of medication and in good general health. Patient consent and approval 
from the local Ethics Committee were obtained. 
 
Human osteoblasts were obtained from a permanent cell line isolated from human 
osteosarcoma, called MG-63, gifted by the Eastman Dental Hospital. The advantage of 
using a well-characterised cell line ensures homogeneous responses from osteoblasts 
cell cultures. However, its most important limitation is the loss of osteoblast 
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2. METHODS 
2.1. ESTABLISH THE PRIMARY CELL CULTURE 
2.1.1. Obtaining the periosteal tissues 
The patients underwent muco-gingival advanced flap procedures or surgical 
pocket elimination after completion of initial phase periodontal therapy, which 
consisted of oral hygiene instruction and complete root surface debridement of affected 
sites. The tissue was obtained from the surface of the bone, at the base of split-thickness 
mucoperiosteal flaps (Periodontology, King´s College Dental Hospital Trust). 
It is well documented that fibroblasts derived from inflamed tissue demonstrate a 
higher metabolic activity with androgen substrates at baseline compared with fibroblasts 
passage from non-inflamed tissues (Sooriyamoorthy & Gower 1989, Sooriyamoorthy et 
al. 1990). In the present study samples were not categorized by sexes based on some 
studies which have shown that although gingival tissues from healthy males 
metabolized testosterone better than that of healthy females, chronically inflamed 
mucosa from both genders did not show any difference in testosterone metabolism 
(Ojanotko et al. 1980, Sooriyamoorthy & Gower 1989). 
Individual tissue samples obtained from patients were not pooled, in order to 
maintain their individuality.  
 
2.1.2. Establishing periosteal fibroblasts in culture (primary cell culture line) 
The tissues isolated during periodontal surgical procedures were washed in 
physiological saline serum, placed in sterile universal containers in Hank’s Balanced 
Salt Solution. 
They were serially washed with Eagle’s MEM, placed in a 60mm sterile Petri dish 
with a drop of medium and minced into 1 mm3 small fragments in a shearing action by 
using two scalpels with number 11 blades. The tissue fragments were carefully 
transferred into 25cm2 angled neck tissue culture flasks with a minimum quantity of 
Eagle’s MEM. They were spread around the base of the flask using a Pasteur pipette. It 
is important that the amount of medium used is just enough to wet the tissue and allow 
it to attach to the base of the flask and not to float. 
The flasks were incubated overnight with their lids loosely shut, at 37ºC in a 
humidified air containing 5% CO2 (LEEC automatic CO2 incubator model GA2, 
Nottingham, UK) and air: CO2 (95%: 5%). This procedure assists the process of 
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attachment of the tissue fragments to the base of the flask, which is necessary for 
fibroblasts growth. 
The medium was changed every 3 to 4 days taking due care not to disturb and 
dislodge the attached tissue fragments. Fibroblasts usually started growing within 7 to 
10 days and reached confluence within 3 to 4 weeks. The cells were viewed under an 
Olympus inverted microscope to confirm growth.  
Loss of cell lines was often a problem in establishing the primary cell culture. 
Yeast was the most common cause of contamination. Some protection from bacterial 
contamination was overcome by incorporating penicillin and streptomycin in the culture 
medium. 
When fibroblasts reached confluency form the primary culture, they were 
subsequently serially sub-cultured. 
 
2.2. PASSAGES OF CELLS  
The culture medium was removed from the flask and trypsin (0.25%, v/v, 1-2 ml) 
was added and swirled around the flask, allowing through wetting of cells. The cells 
were allowed to stand in it approximately one minute at room temperature until they 
became rounded and detached. This was verified by viewing under the microscope. The 
excess solution was then pipetted off, leaving only a film of trypsin over the cells. The 
flask was placed in a humidified incubator at 37ºC. 
This procedure is called trypsinisation, and is used for partial digestion and cell 
separation in order to enable serial passaging of fibroblasts/osteoblasts that reach 
confluency either from the primary culture or from a subculture. 
The extent of trypsinisation was monitored by examining the flask under the 
microscope from time to time, because cell death could occur if the cells were allowed 
to remain too long in trypsin.  
Immediately after complete separation occurred, 1ml of Eagle’s MEM was added 
to eliminate traces of the enzyme. It was ejected up and down repeatedly among the 
base of the flask by using a finely drawn Pasteur pipette. This was done in order to 
break up cell aggregates and to ensure a distribution of cells among the entire medium.  
More medium was added up to make 15 ml and the cells were redistributed into 
three other flasks (5 ml of medium in each one). The expanded population could be 
frozen down for preservation or employed for the experiments (fibroblasts of the fourth 
to ninth passage in monolayer culture). 
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2.3. FREEZING CELLS FOR PRESERVATION 
 
After trypsinisation, 1 ml of Eagle’s MEM was added to the flask. Once a cell 
suspension was obtained, it was transferred into a sterile ampoule containing 100µl of 
dimethyl sulphoxide (DMSO-10% v/v). The DMSO acted to prevent intracellular 
crystalization during freezing. The cryogenic tubes were closed and placed into the 
main compartment of the refrigerator at 4ºC for 20 minutes. They were then placed into 
an insulated box in the freezer at -80ºC for two hours. Finally, they were stored in the 
vapour phase of a liquid nitrogen vat at -180ºC to complete the gradual slow cooling 
process. 
 
2.4. RECOVERY AND RECONSTITUTION OF FROZEN CELLS. 
 
Once the fibroblasts / osteoblasts were needed for setting up the experiments, the 
ampoules containing the cells were carefully removed from liquid nitrogen vat. They 
were immediately placed into a 37ºC water bath, using a rapid thawing technique for 
their reconstitution in order to minimize the likelihood of cell damage.  Once thawed, 
the contents of the ampoules were transferred into a universal container and 4ml of 
Eagle’s MEM were added. They were centrifuged for 12 minutes at 1100rpm and a cell 
pellet was formed. The supernatant containing DMSO was removed and the pellet was 
reconstituted in 5ml Eagle’s MEM and transferred into a 25cm2 angled neck tissue 
culture flask. The medium was changed twice weekly until growth was re-established. 
 
2.5. PREPARATION OF MULTIWELL PLATES. 
 
Once the cells (fibroblasts or osteoblasts) in the 25 cm2 flask were fully confluent 
they could be used for setting up a multi-well plate. Cells should be trypsinised in order 
to break the aggregates that exist among them, and the same procedure previously 
described was followed (For reference view: 2.2. Passage of cells). 
Culture medium was added to make up a volume of 24ml. It should be ejected up 
and down repeatedly among the base of the flask by using a finely drawn Pasteur 
pipette, ensuring a distribution of cells among the entire medium.  
The suspension of cells was distributed into a 24-wells multi-well plate, adding 
1ml in each well, and the plate was placed into an incubator at 37ºC with humidified air 
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containing 5% CO2. It was maintained there until the cells reached confluency (48 
hours) in order to prevent mitogenic effects. The growth was verified by using an 
Olympus inverted microscope. 
The presence of similar number of cells in each well could be confirmed by 
carrying out cell counting using a haemocytometer. It was formed by two chambers, 
each one containing 9 large squares of 1 mm2 area. Immediately after trypsinisation, the 
cells were counted over the centre and four corner squares. The former was divided into 
25 squares, which were then in turn divided into another 16 small squares. The 
coverslip was then passed over the grid to obtain the interference patterns with 0.1mm 
depth of the chambers. The number of cells per mililitre of cell suspension was n x 103, 
being n the total number of cells counted form both chambers. 
14C-Testosterone was incubated within the confluent monolayer cultures, in the 
presence or absence of each testing agent in order to analyse the androgen metabolism 
in each case, compared to control values. 
 
 
2.6. DETERMINATION OF OPTIMAL CONCENTRATIONS 
 
2.6.1. Preparation of the radiolabelled steroids to add to the multiwells 
 
14C-testosterone was preserved in a stock solution containing 50µCi in 1 ml of 
toluene. The latter was evaporated and the radiolabelled steroid reconstituted in 1m of 
ethanol. Therefore, in 1ml of ethanol there will be a radioactivity corresponding to 
50µCi.  
Each 24well multi-well plate required 12µl of 14C-testosterone, which were 
dispensed into 24ml of medium. Each well contained 0.5µl of 14C-Testosterone; that 
means, that there was 0.025µCi of radioactivity per well. 
In a universal container, 24ml of medium were added in conjunction with the 12µl 
of 14C-testosterone necessary for each 24-well plate. This content was then distributed 
into 6 bijoux containers of 4ml each. Serial concentrations of each testing agent were 
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2.6.2. Incubation of serial concentrations of coenzyme Q10 
In order to study the effects CoQ in cultured HPF using 14C-testosterone as a 
substrate, it was necessary to find out first the effective concentration of CoQ 
responsible for the HPF stimulation in an adequate rank. This effective concentration 
would be used for the subsequent set of experiments.  
 
One 24-well plate was prepared with serial concentrations of CoQ (5, 10, 20, 30 
and 50 µg/ml). The stock solution was made at a concentration of 10µg/µl. Therefore, in 
order to obtain the required concentrations of CoQ, the volume of stock solution needed 
was calculated following the scheme shown in figure 5. 
 
























Figure 5: Table showing the volumes of stock solution needed for each CoQ 
concentration. 
 
The control incubation consists of 14C-Testosterone in the absence of CoQ. 
A schematic representation of the multiwell used is shown in the following figure 
(Figure 6). 
C a CoQ(5µg/ml)a CoQ(10µg/ml)  a CoQ(20µg/ml)a CoQ(30µg/ml)a CoQ(50µg/ml)a 
C b CoQ(5µg/ml)b CoQ(10µg/ml)  b CoQ(20µg/ml)b CoQ(30µg/ml)b CoQ(50µg/ml)b 
C c CoQ(5µg/ml)  c CoQ(10µg/ml)  c CoQ(20µg/ml)c CoQ(30µg/ml)c CoQ(50µg/ml)c 
C d CoQ(5µg/ml)  d CoQ(10µg/ml)  d CoQ(20µg/ml)d CoQ(30µg/ml)d CoQ(50µg/ml)d 
*C=control 
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2.6.3. Incubation of serial concentrations of Pycnogenol® 
 
In the same manner as it was done for CoQ, a new set of experiments was 
prepared for determining the optimum concentration of Pycnogenol®. A 24-well plate 
with culture HPF was incubated for 24 hours with the substrate 14C-Testosterone, in the 
absence or presence of serial concentrations of Pycnogenol® (50, 100, 150, 200, 
300µg/ml). 
 
The stock solution was made at a concentration of 10µg/µl. The volumes of stock 
solution required to obtain the desirable concentrations of Pycnogenol® are shown in 
figure 7. 
























Figure 7: Table showing the volumes of stock solution required for each Pycnogenol® 
concentration. 
 
The corresponding scheme for the plate is the one shown in figure 8. 
C a Pyc(50µg/ml) a Pyc(100µg/ml)  a Pyc(150µg/ml) a Pyc(200µg/ml)a Pyc(300µg/ml)a 
C b Pyc(50µg/ml) b Pyc(100µg/ml)  b Pyc(150µg/ml)b Pyc(200µg/ml)b Pyc(300µg/ml)b 
C c Pyc(50µg/ml)  c Pyc(100µg/ml)  c Pyc(150µg/ml)c Pyc(200µg/ml)c Pyc(300µg/ml)c 
C d Pyc(50µg/ml)  d Pyc(100µg/ml)  d Pyc(150µg/ml)d Pyc(200µg/ml)d Pyc(300µg/ml)d 
*C=Control, Pyc= Pycnogenol®. 
Figure 8: Schematic representation of the 24-well plate prepared to calculate the 
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2.6.4. Incubation of serial concentrations of phytoestrogens 
 
In the same manner as it was done previously, a 24-well plate is prepared in order 
to find the optimum concentration of phytoestrogens to be used later on. Confluent 
monolayer cultures of HPF were incubated with the substrate 14C-Testosterone for 24 
hours in the presence or absence of serial concentrations of phytoestrogens (10, 20, 30, 
40, 50µg/ml).  
 
The stock solution was made at a concentration of 10µg/µl. Each concentration of 
phytoestrogens required a different volume of the stock solution (figure 9) 
  
























Figure 9: Table showing the volumes of stock solution required for each phytoestrogen 
concentration. 
 
A schematic representation of the multiwell used is shown in figure 10. 
C a Phyt (10µg/ml) 
a 
Phyt (20µg/ml)  
a 




C b Phyt (10µg/ml) 
b 
Phyt (20µg/ml)  
b 






C c Phyt (10µg/ml)  
c 
Phyt (20µg/ml)  
c 








Phyt (30µg/ml) d Phyt(40µg/ml) 
d 
Phyt(50µg/ml)d 
*C= Control; Phyt = Phytoestrogens 
Figure 10: Scheme of the 24-well plate prepared to determine the optimum 
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2.7. SETTING UP EXPERIMENTS 
2.7.1. Incubations of effective concentrations of Coenzyme Q10, Pycnogenol® and 
nicotine, alone and in combination as determined in preceding experiments 
 
In order to set up this experiment, one universal container and 6 bijoux were 
needed. In the universal container, 12µl of 14C-Testosterone were added to 24 ml of 
medium. This content was distributed in the five bijoux (4ml in each one), with the 4ml 
remaining in the universal container to be used as controls. 
The bijoux were labelled with the name of the agent /s they were going to receive: 
CoQ, Pycnogenol®, Nicotine, CoQ + Nicotine, Pycnogenol + Nicotine. 
- Preparation of CoQ.  
In order to obtain a final concentration of 20µg/ml, 8µl from the stock solution were 
needed and poured into the specific bijoux (see figure 5) 
- Preparation of Pycnogenol®. 
 Pycogenol was required at a concentration of 150µg/ml; therefore, 60µl from the 
stock solution were poured into the specific bijoux (see figure 7) 
- Preparation of  Nicotine (250µg/ml): 
Optimal concentration of nicotine was established previously (Soory & Tint, 2004) 
Nicotine stock solution has a concentration of 100µg/µg. In order to obtain a final 
concentration of 250µg/ml, 2.5µl of the stock solution were necessary for each well. 
In the design of the experiment there are 4 wells per testing agent, so, 10µl from the 
stock solution are poured into the specific bijoux. 
- Preparation of the combination of CoQ (20µg/ml) and nicotine (250µg/ml). 
8µl from the CoQ stock solution and 10µl from the nicotine stock solution were 
mixed into 4ml of medium in its correspondent bijoux. 
- Preparation of the combination of Pycnogenol® (150µg/ml) and nicotine 
(250µg/ml). 
60µl from the Pycnogenol® stock solution and 10µl from the nicotine stock solution 
were mixed into 4ml of medium in its correspondent bijoux. 
 
The content of each bijoux was transferred to the correspondent column of the 24-
well plate (see figure 11) adding 1ml into each well. 
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C a CoQ (20µg/ml) a Pyc (150µg/ml)  a Nic (250µg/ml) a CoQ+Nica Pyc + Nica 
C b CoQ (20µg/ml) b Pyc (150µg/ml)  b Nic (250µg/ml) b CoQ+Nicb Pyc + Nicb 
C c CoQ (20µg/ml)  c Pyc (150µg/ml)  c Nic (250µg/ml) c CoQ+Nicc Pyc + Nicc 
C d CoQ (20µg/ml)  d Pyc(150µg/ml)   d Nic (250µg/ml) d CoQ+Nic d Pyc + Nic d  
 
Figure 11: Schematic representation of the 24-well plate set up to determine the oxidant 
/antioxidant effects of CoQ, Pycnogenol® and Nicotine, alone and in combination of 
CoQ + Nicotine and Pycnogenol + Nicotine. 
*Pyc= Pycnogenol®; Nic= Nicotine. 
 
 
This experiment was set up twice with each type of cell (cultured human 

































Materials & Methods 
Oxidant / antioxidant interactions 308 
2.7.2. Incubation of effective concentrations of phytoestrogens and nicotine, alone 
and in combination 
 
In this experiment two concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and 
nicotine (250µg/ml), alone and in combination with phytoestrogens (10µg/ml) + 
nicotine and phytoestrogens  (40µg/ml) + nicotine were tested in order to study the 
potential oxidant / antioxidant role of the agents as they were compared to control 
incubations. 
The procedure employed to set up the experiment was the same as the one 
described previously. In this case, the phytoestrogens stock solution was made at a 
concentration of 10µg/µl. In order to obtain a concentration of 10µg/ml in each of the 
four wells of the column, 4µl from the stock solution were needed. In the case of the 
concentration of 40µg/ml, 16µl from the stock solution were required (see figure 9).  
A schematic representation of the 24-well multiwell prepared is shown in figure 
12. 
Two 24-well multiwells with human periosteal fibroblasts and two with human 
osteoblasts from MG63 cell line were prepared. 
 









 + Nic a 









+ Nic b 









+ Nic c 







+ Nic d  
 
Figure 12: Schematic representation of the 24-well plate set up to determine the oxidant 
/antioxidant effects of phytoestrogens and nicotine, alone and in combination of 
phytoestrogens (10µg/ml) + Nicotine and phytoestrogens (40µg/ml)+ Nicotine. 
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2.8. SEPARATION OF METABOLITES 
 
The 24-well multiwell plates were incubated for 24 hours in a humidified cell-
culture incubator. The medium from each multiwell was then transferred into their 
correspondent labelled test tubes (24). 1 ml of ethyl acetate was added into each tube, 
and carefully mixed using a whirlimix, in order to halt the metabolic process. The 
formed steroid metabolites were extracted using a clean pipette and placed into another 
set of labelled test tubes. This step was repeated a second time adding another ml of 
ethyl acetate to each test tube. 
 
These last sets of test tubes were maintained in a vortex evaporator for 40 minutes 
(Gyrovap; Philip Harris House, London, UK) with the purpose of reducing the 
supernatant to a small bulk. 80µl of chloroform were then added to each test tube and 
whirlimixed. The content from each test tube was spotted with the aid of pipettes on the 
TLC plates, with each isolated sample representing metabolites from a single incubation 
(Figure 14). 
 
Figure 14: Graphic representation of a thin layer chromatography plate. 
 








       Plate 1 
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2.9. DETECTION AND QUANTIFICATION OF RADIOACTIVE STEROID 
METABOLITES 
The separated metabolites on the TLC plates were scanned using a radioisotope 
scanner linked to a computer for their quantification. 
 
Principles and use of radioisotope scanner (Berthold Linear Analyzer) 
The linear analyzer LB 284/285 (using 10% methane and 90% argon) is a system 
used for the measurement of ionizing radiation, especially of radiolabelled thin layer 
plates, filter mats, electrophoresis gels and tissue sections. It measures the intensity and 
distribution of radioactivity with high speed and detection sensitivity. The image of the 
radiation distribution was also created and displayed on the monitor screen. The linear 
analyzer is essentially designed for the same application as the TLC scanner, but there is 
one fundamental difference, that is, the thin layer scanner counts only that part of 
chromatogram that is positioned directly below the slit diaphragm. The chromatogram 
or the TLC plate is scanned in many single steps and the number of steps is dependent 
on the step-width.  
 
The linear analyzer scans an entire chromatogram at once, using a position 
sensitive proportional counter tube. It measures many tracks of one or several TLC 
plates consecutively in single steps in the Y-plane and creates one-, two- and three-
dimensional images of the intensity and position of the radiation. The advantages of 
using the linear analyzer is that it gives high detection sensitivity and works at a speed 
of about 100 times greater than that of the thin layer scanner. 
 
The main property of the analyzer is the detector, a position sensitive and a 
proportional counter tube. It has a positively charged counting wire, the anode, and 
several cathode wires of the high-resolution counter tube. The α-particles emitted by a 
sample enter the wire chamber from the base through an entrance window measuring 
200mm or 250mm long and 15mm wide. 
 
A special gas mixture of 90% argon and 10% methane continuously flushed the 
counter tube in order to make the α-particles entering through the window ionize the 
argon gas on their trajectory. Electrons released in this process move toward the anode 
wire with increasing speed, constantly gaining energy, until they in turn ionize gas 
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atoms. In the direct vicinity of the anode wires, the number of electrons increases in an 
avalanche-like manner (charge multiplication process); each newly generated electron 
creates a new one and so forth. Thus a charge zone is created at the anode wire which 
can be measured. The emitted α-particles entering the detector then create a charge zone 
at the anode wire above the position of its emissions. The charges of the charge zone are 
proportional to the ionization of the emitted particle. The position of the charge zone, 
which is the position of the emitted α-particles, is measured via the propagation time of 
the signals. 
 
In the X-plane, the position of the α-particles is measured by the die propagation 
of the pulses and in the Y-plane measured by the position of the detector (the counting 
wire) which is moved by a stepper-control. The number of pulses per “length element” 
(=0.25mm; for a 25cm counter tube length, 1024 channels are available) is integrated 
and transferred to the computer for the intensity measurement. The degrees of intensity 
are shown on the monitor screen and can be printed out in different shades of peaks and 
identified as the number of counts. 
 
The TLC plates are measured consecutively in single steps in many tracks 
depending on the size of the entrance window and the step-width. A print out of the 
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Quantification of radioactive steroids metabolites 
The results obtained from the radioisotope scanner were measured in radioactive 
counts per minute (cpm). These values were then converted into disintegrations per 
minute (DPM) by taking into account analytical losses and quench corrections. 
 
First of all, it is necessary to note that in 1µl of 14C-testosterone, there was 
0.05µCi; therefore, as we put 0.5µl of 14C-testosterone in each well, they had a 
reactivity of 0.025µCi.  
Then, we transformed the Ci units into DPM. It is known that 1µCi has 2.2 x 
106DPM; as a consequence, in 0.025µCi per well, there was 110,000DPM (0.005 x 2.2 
x 106) (Figure 15). 
 
Figure 15: Matematical conversion of radioactivity units (Ci) into DPM. 
 
A quench value for each channel was obtained by dividing the total DPM per well 






  Figure 16: Formula for calculating the quench value. 
1µl 14C-Testosterone=0.05µCi 1µCi=2.2x 106 DPM 
0.05µCi=0.05x2.2x 106 DPM 
=110,000DPM. 
1well=0.025µCi 
1 well = (0.025 x 110,000)/0,05 =  
55,000 DPM 
1well = 0.5µl 14C-T 
Quench (Q) = 
55,000 
Total counts recovered  
per channel 
Materials & Methods 
Oxidant / antioxidant interactions 313 
In order to account for the analytical losses during the process of extraction, the 
percentage of recovery was calculated in a previous experiment with two series of 
experiments (series M and E), each of 16 experimental samples. 0.5µl of radio-labelled 
androgen (14C-testosterone) was added to each tube of the M series after the extraction 
procedure, while the addition of 14C-T to the E series was done prior to the extraction 
procedure. Each sample in the E and M series consisted of 1ml of Eagle’s MEM + 10% 
FBS. The samples from both series were extracted with ethyl acetate (1ml x 2), then 
evaporated and solubilized in chloroform (80µl). They were then spotted on TLC plates 
and run once in benzene:acetone (4:1 v/v) solvent system. The mean value for isotope 
detected from the M and E series were obtained.  
 
The percentage of recovery after an extraction procedure was calculated dividing 
the mean value for isotope detected in series E by the mean value for isotope in series M 
and multiplying it by 100. The result obtained was 70%; therefore, this value was used 
in all subsequent experiments when accounting for analytical losses (Figure 17). 
 
 
Figure 17: Mathematical calculation of analytical losses. 
 
Thus, for each metabolite a corrected DPM (X) was calculated by multiplying 








     
Figure 18: Calculation of corrected DPM 
 
 
Mean value for isotope detected in series E 




Analytical    
losses = 
Corrected DPM = X  
Counts per minute x Q x 100 
70 
= 
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In order to handle the data, we needed to convert the number of corrected 
DPM (X) to picomols (pmols) of metabolite. This was done by using the specific 
activity and the number of DPM. 
 
The number of corrected DPM measured in µCi, was obtained by dividing X 
by 2.2 x 106. The specific activity of 1µmol was 58µCi; therefore, in 1µCi there was 
1/58µmol.  
 
The last step was the conversion of the corrected DPM from µCi to pmol. This 
was done by dividing the number of corrected DPM by 2.2 x 106 and by 58, and 
multiplying it by 106. That resulted in X divided by 127.6 (Figure 19).  
 
 
Figure 19: Conversion of DPM to pmol. 
 
In each well we had added 1 ml of MEM; therefore, the amount of picomol 
obtained was per millilitre (pmol/ml). 
 
 
1µCi = 2.2 x 106 DPM 
1 DPM=1µCi/(2.2x106) 
X(µCi) =X/(2.2x106) µCi 
Specific activity : 
1 µmol=58µCi 
 
1 µCi=1/58 µmol 
X(µmol) =  
X 
2.2 x 106 x 58 
= 
X 
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Confirmation of the identity of metabolites 
The identity of the formed metabolites was confirmed using the mobility of cold 
standards added to the samples. The carrier steroids added to the experiments were 
DHT, 4-androstenedione (4-A), testosterone (T) and diols (D). A small amount of each 
cold steroid (DHT, 4-A, T and D) was weighed and dissolved separately in ethanol for 
preparation of a solution at a concentration of 1 µg/µl. An equal amount of solution 
from each cold steroid was added in order to prepare a mixed solution of cold steroids. 
Then, 100µl of cold steroids were added into each sample. Apart from using the TLC in 
a benzene acetone solvent for separation of metabolites, they were also tentatively 
identified, by using the mobilities of added cold steroid standards, disclosed in iodine. 
 
The TLC plate was placed in a covered tank containing iodine crystals, and the 
iodine-stained steroids were marked for comparison with the position and the pattern of 
separated metabolites identified by the radioisotope scanner. Further confirmation of the 
authenticity of steroid metabolites was established by carrying out gas chromatography-
mass spectrometry (g.c-m.s). 
 
Characterization of steroid metabolites by Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry 
 
It was important to confirm the identity of DHT, as it is the most significant 
biologically active testosterone metabolite in stimulating fibroblasts synthetic activity 
(Normington & Russell 1992). The confirmation of the identity of DHT was carried out 
in the previous experiments. Several incubations were performed with unlabelled 
testosterone (10-6mol/l) and after the metabolites were extracted, the identity of 5α-DHT 
as a metabolite in the dried extracts was confirmed by combined gas chromatography-
mass spectrometry (courtesy of Prof. A.I. Mallet, St. Thomas’ Hospital, London, UK), 
after derivatisation to pentafluorobenzyloxime trimethyl silyl ether (PFBO/TMS).  
 
The derivatised biological material had a molecular ion (557) and mass spectral 
fragmentation pattern identical to those of authentic PFBO/TMS ether of 5α-DHT, but 
at lower levels, due to smaller concentrations of steroid. These procedures have been 
documented previously, with the ionic fragmentation pattern in graphic form (Soory 
1995). 
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2.10. STATISTICAL ANALYSIS 
 
Means values were obtained from each of the metabolites isolated from 
incubations of human periosteal fibroblasts and osteoblasts in duplicate (n=8). The cell 
lines were not pooled and each cell line relates to the subject. The control incubation in 
the absence of testing agents served as the comparison for test incubations in the cell 
lines studied for each experimental set-up. Standard deviations from the mean values 
will be shown in the figures. One-way ANOVA was used for significance testing 
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1. DETERMINED OPTIMAL CONCENTRATIONS. 
 
Human periosteal fibroblasts (HPF) metabolised 14C-Testosterone mainly to 
diols, 4-androstenedione (4A) and 5α-dihydrotestosterone (DHT). The results offered 
here are based on the levels of DHT obtained. 
 
1.1. Effect of serial concentrations of coenzyme Q10 on 14C-Testosterone by 
periosteal fibroblasts 
 
The results obtained are shown in table 1. The yields of DHT were increased in 
response to all six concentrations of CoQ used (5, 10, 20, 30 and 50 µg/ml)  by 15.4, 
25.8, 37.4, 33.8 and 15.9% respectively. The maximum levels of DHT were obtained 
with a concentration of CoQ of 20µg/ml (Figure 20). Therefore, this concentration is 
selected as the optimum one to be used in the next set of experiments. 
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1.2. Effect of serial concentrations of Pycnogenol® on 14C-Testosterone by 
periosteal fibroblasts 
 
The results obtained are shown in figure 21. Serial concentrations of 
Pycnogenol® (50, 100, 150, 200 and 300 µg/ml) caused an increase on the DHT levels 
in all cases (57.5, 33.6, 86.2, 93.7 and 38.2% respectively). There were equal amounts 
of DHT produced by two different concentrations of Pycnogenol® (150 and 200 
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1.3. Effect of serial concentrations of phytoestrogens on 14C-Testosterone by 
periosteal fibroblasts 
 
The results obtained are shown in figure 22. There was a continuous increase in 
DHT production from cultures HPG with each concentration of phytoestrogens 
employed (10, 20, 30, 40 and 50 µg/ml). There were 33.9, 32.8, 32.2, 38.9 and 40.6% 
increases in DHT synthesis compared to control values. As it is shown, there was only a 
slight variation in the yields of DHT within the range of 10 and 40µg/ml. Therefore, the 
forst and last of the range (10 and 40µg/ml) were the selected concentrations to be 
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2. EXPERIMENTAL RESULTS 
2.1. Effect of coenzyme Q10, Pycnogenol® and nicotine, alone and in combination 
on the metabolism of 14C-testosterone in periosteal fibroblasts 
 
Duplicate incubations of CoQ (20µg/ml), Pycnogenol® (150µg/ml) and nicotine 
(250µg/ml), alone and in combination of CoQ and nicotine, and, CoQ and Pycnogenol® 
were performed in cultured human periosteal fibroblasts. The substrate 14C-testosterone 




The formation of DHT was increased by 34.3 and 65.8% in response to CoQ 
(20µg/ml; n=8; p<0.005) and Pycnogenol (150µg/ml; n=8; p<0.001), respectively. 
Nicotine (250µg/ml) caused 23.8% decrease in DHT production comparing it to control 
values (n=8; p<0.05).  
The combination of nicotine at 250 µg/ml with CoQ (20µg/ml) or Pycnogenol ® 
(150 µg/ml) increased the yields of DHT by 84.4 and 66.5%, respectively, compared 
with incubation with nicotine alone (n=8; p<0.001 and n=8; p<0.05 respectively). 
In addition, these values were increased over baseline controls as well (40.5% and 
26.7%, respectively), although, only statistical significance was found for the 
association of CoQ with nicotine (figure 23) 
  
4-ANDROSTENEDIONE (4A) 
It seemed to be a tendency of decreasing the yields of 4A after incubation with all 
testing agents, alone and in combination, except for CoQ and nicotine alone. However, 
all of these results were not statistically significant. 
CoQ showed a stimulatory effect on 4A production of 73.8% compared to control 
values. The combination of CoQ with nicotine (250µg/ml) caused an inhibitory effect of 
12.85% on 4A yields, compared with nicotine alone. 
There was a 39.7% decrease in 4A synthesis compared to control values in 
relation to a concentration of Pycnogenol® of 150µg/ml. When combined with nicotine 
(250µg/ml), the yields of DHT were decreased by 33.7%, compared with incubation 
with nicotine alone.  Nicotine alone caused a slight increase in 4A synthesis (6.3%) 
(Figure 24) 
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DIOLS (D) 
There was a general trend of reducing diols synthesis when incubation with the 
different testing agents. 
All testing agents alone (CoQ, Pycnogenol® and Nicotine) caused a decrease in 
synthesis of diols by cultured human periosteal fibroblasts (3.7, 11.8 and 0.6% 
respectively) compared to control incubations, although this decrease was not 
statistically significant. 
The combination of nicotine with CoQ slightly increased yields of D by 1.7% 
over nicotine alone, and the combination of nicotine with Pycnogenol® caused an 
increase of 14.5% in diols synthesis. However, none of these results were statistically 





Figure 23: Yields of DHT synthesised by cultured human periosteal fibroblasts after 
incubation with CoQ (20µg/ml), Pycnogenol® (150µg/ml), nicotine (250µg/ml) alone 
and in combinations of CoQ + nicotine and Pycnogenol® + nicotine.  
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Figure 24:  Yields of diols and DHT after incubation of human periosteal fibroblasts 
with CoQ10 (20µg/ml), Pycnogenol (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and in 




Figure 25: Yields of 4A after incubation of human periosteal fibroblasts with CoQ10 
(20µg/ml), Pycnogenol (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and in combination 
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2.2. Effect of coenzyme Q10, Pycnogenol® and nicotine, alone and in combination 
on the metabolism of 14C-testosterone in MG63 osteoblasts 
 
Osteoblasts from a cell line (MG-63) were incubated with CoQ (20µg/ml), 
Pycnogenol (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and in combination of CoQ + 
nicotine and Pycnogenol® + nicotine. The androgen substrate 14C-Testosterone was 
metabolized mainly to DHT, 4A and D. 
 
DIHYDROTESTOSTERONE (DHT) 
Figure 26, shows the metabolic conversion of 14C-testosterone to DHT by human 
osteoblasts in response to CoQ, Pycnogenol® and nicotine, alone and in combination. 
CoQ (20µg/ml) and Pycnogenol® (150µg/ml) showed consistent stimulatory 
effects on DHT synthesis of 53.9 and 97.3%, respectively, compared to control values 
(n=8; p<0.05 and p<0.005). 
The yields of DHT were significantly reduced (43.3%) in response to nicotine 
(250µg/ml) compared to control incubations (n=8, p<0.05). 
The combination of nicotine with CoQ or Pycnogenol® caused 1.3 and 1.5-fold 
increases in DHT production over incubation with nicotine alone (n=8; p<0.001), 
respectively, being these values above controls (29.4% and 42.7%, respectively; n=8; 
p<0.05). 
 
4-ANDROSTENEDIONE (4A) AND DIOLS (D) 
The incubation of cultured osteoblasts with CoQ, Pycnogenol® and nicotine, 
alone and in combination of nicotine with CoQ or Pycnogenol® resulted in a general 
trend of decreasing 4A synthesis (30.7, 49.2, 47.6, 62.4 and 68.2% compared to control 
values, respectively), while there was a tendency for the yields of diols to increase (9, 
127.4, 69.7, 120.7 and 221.4% compared to control values, respectively). These results 
were predominantly significantly at a level of p<0.05, except for CoQ alone and in 
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Figure 26: Metabolism of 14C-Testosterone into DHT by cultured osteoblasts after 
incubation with CoQ (20µg/ml), Pycnogenol® (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) 
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Figure 27:  Comparison between diols levels and DHT yields after incubation of human 
osteoblasts with CoQ10 (20µg/ml), Pycnogenol (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) 




Figure 28:  Yields of diols and 4A incubation of human osteoblasts with CoQ10 
(20µg/ml), Pycnogenol (150µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and in combination 
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Comparison of the metabolism of 14C-testosterone between cultured human 
osteoblasts and periosteal fibroblasts. 
 
Only the results concerning DHT production will be shown here.  
Figure 29 represents the metabolic conversion of 14C-Testosterone to DHT by 
human cultured osteoblasts compared to that of cultured human periosteal fibroblasts, in 
response to the same concentration of CoQ (20µg/ml), Pycnogenol® (150µg/ml), 
nicotine (250µg/ml), CoQ + nicotine and Pycnogenol® + nicotine. 
Periosteal fibroblasts showed a higher threshold of activity than osteoblasts cells, 
with greater amount of DHT produced. However, considering responses to individual 
agents, there were higher percentages of increases and decreases in human cultured 
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Figure 29: This graph shows the yields of DHT produced by human cultured 
osteoblasts after incubation with CoQ, Pycnogenol®, nicotine, CoQ + Nicotine and 
Pycnogenol® + nicotine compared to the yields of DHT produced by human cultured 
fibroblasts after incubation with the same testing agents. 
 
 
Figure 30: This graph shows the differences in DHT production by human cultured 
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2.3. Effect of phytoestrogens and nicotine, alone and in combination on androgen 
metabolism using 14C-testosterone as substrate in periosteal fibroblasts 
 
 Two different concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and nicotine 
(250µg/ml), alone and in combination of phytoestrogens (10µg/ml) + nicotine and 
phytoestrogens (40µg/ml) + nicotine, were incubated with human cultured periosteal 
fibroblasts. 14C-testosterone was mainly metabolised into DHT, 4A and D. 
 
5α-DIHYDROTESTOSTERONE (DHT) 
Phytoestrogens, at concentrations of 10 and 40µg/ml, caused a stimulatory effect 
on DHT synthesis. These increases were 80.3 and 66.3% respectively, compared to the 
control value (n=8; p<0.001 in both cases). 
Nicotine showed consistent inhibitory effects on DHT synthesis by 33.7% (n=8; 
p<0.005). 
The combination of nicotine with phytoestrogens at 10 and 40µg/ml further 
stimulated the yield of DHT by 88.6 (n=8; p<0.001) and 99.9% (n=8; p<0.005) 
compared with incubations with nicotine alone. In addition these association showed an 
increase over control values by 25.1 (n=8; p<0.05) and 32.6% (n=8; p=0.08) (figure 31) 
 
4-ANDROSTENEDIONE (4A) AND DIOLS (D) 
The yields of 4A were significantly increased in response to all testing agents 
alone (Phytoestrogens at 10 and 40µg/ml and nicotine) by 54.4 (n=8, p<0.05), 59.1 
(n=8; p<0.005) and 57.2% (n=8; p<0.05) respectively, compared to control values. The 
combination of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) with nicotine decreased 4A yields by 
16.5 and 7% respectively comparing them to incubations with nicotine alone.  However, 
the results were not statistically significant (Figure 32) 
Only slightly changes in D yields were observed. None of them were statistically 
significant. There was a general trend of increasing diols synthesis by phytoestrogens 
(10 and 40µg/ml) and of decreasing diols yields by nicotine alone or in combination 










Figure 31:  Metabolic conversion of 14C-Testosterone to DHT by human cultured 
periosteal fibroblasts in response to two different concentrations of phytoestrogens (10 
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Figure 32:  Comparison between diols and DHT yields after incubation of human 
periosteal fibroblasts with two different concentrations of phytoestrogens (10 and 
40µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and in combinations of nicotine with 
phytoestrogens at concentrations of 10µg/ml or 40µg/ml. 
 
 
Figure 33: Yields of 4A after incubation of human periosteal fibroblasts with two 
different concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and nicotine (250µg/ml) 
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2.4. Effect of phytoestrogens and nicotine, alone and in combination on androgen 
metabolism using 14C-testosterone as substrate in MG63 osteoblasts 
 
Osteoblasts from the cell line MG-63 were incubated with two different 
concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and 
in combination of nicotine with phytoestrogens at concentrations of 10µg/ml or 




Incubations of cultured human osteoblasts with phytoestrogens (10 and 40µg/ml) 
resulted in a consistent stimulatory effect on DHT synthesis of 88.7 and 171.7% 
respectively, compared to control incubations (n=8, p<0.001). 
Nicotine (250µg/ml) inhibited the formation of DHT by 47.4% (n=8; p<0.005) 
over control values. 
The combination of nicotine with phytoestrogens at 10µg/ml and 40µg/ml caused 
2.5 and 2.1-fold increases in the formation of DHT by cultured human osteoblasts 
compared to incubations with nicotine alone (n=8; p<0.001) (figure 34). 
 
4-ANDROSTENEDIONE (4A) AND DIOLS (D) 
There was a general tendency of increased yields of both metabolites (4A and D) 
after incubation with all testing agents alone (phytoestrogens 10 and 40µg/ml, and 
nicotine 250µg/ml) compared to control values. These data were only significant for 4A 
(n=8; p<0.05). 
The combination of nicotine with phytoestrogens (10 or 40µg/ml) resulted in 
statistically non-significant increases in 4A and D yields compared with incubations 
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Figure 34: Metabolism of 14C-Testosterone to DHT by cultured osteoblasts after 
incubation with two different concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and 
nicotine (250µg/ml) alone and in combinations of nicotine + phytoestrogens 10µg/ml 













Oxidant / antioxidant interactions 335 
 
Figure 35:  Comparison between diols and DHT yields after incubation of human 
osteoblasts with two different concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and 
nicotine (250µg/ml) alone and in combinations of nicotine with phytoestrogens at a 
concentration of 10µg/ml or 40µg/ml. 
 
 
Figure 36: Yields of 4A after incubation of human osteoblasts with two different 
concentrations of phytoestrogens (10 and 40µg/ml) and nicotine (250µg/ml) alone and 
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Comparison of DHT production between cultured human periosteal fibroblasts 
and MG63 osteoblasts. 
 
Figure 37 shows the differences in DHT production between cultured human 
periosteal fibroblasts and osteoblasts in response to two different concentration of 
phytoestrogens (10 and 40µg/ml), nicotine (250µg/ml) alone and in combination of 
nicotine and phytoestrogens 10µg/ml or 40µg/ml. 
  
There was not a clear difference between both types of cells regarding the total 
amounts of DHT produced. However, as shown earlier, there were higher percentages 
of increases and decreases in human cultured osteoblasts than in cultured human 
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Figure 37: This graph shows the yields of DHT produced by human cultured 
osteoblasts after incubation  with phytoestrogens (10 and 40µg/ml), nicotine (250µg/ml) 
alone and in combinations of nicotine and phytoestrogens 10µg/ml or 40µg/ml 
compared to the yields of DHT produced by human cultured fibroblasts after incubation 




Figure 38: This graph shows the differences in DHT production by human cultured 
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In our investigation we attempted to determine the in vitro antioxidant / oxidant 
effects of different testing agents, looking for an in vivo application to patients with 
periodontal diseases. Therefore, we designed an in vitro study in which two different 
cell types, human osteoblasts and human periosteal fibroblasts, were incubated with 
previously determined optimal concentrations of two oxidant agents (nicotine and 
glucose) and three antioxidants (CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens) with a defined 
activity in the treatment of several systemic diseases (diabetes mellitus, arthritis 
rheumatoid) (Droge 2002, Green et al. 2004, Hagfors et al. 2003, Jaswal et al. 2003, 
Robertson 2004, Scott & King 2004, Taniyama & Griendling 2003). 
 
The incubations with nicotine and glucose (oxidant agents) resulted in a dramatic 
reduction in the levels of DHT, a physiologically active androgen implicated in 
stimulating matrix-forming cells (Vittek et al. 1979) and with documented evidence of 
anabolic activity (Coxam et al. 1996, Tilakaratne & Soory 2000). 
 
By contrast, when incubations with antioxidants were done, the levels of DHT not 
only recovered to their control values, but they also overcame the effects of the 
oxidants. This suggests that the catabolic effects of nicotine and glucose could be 
reversed by the addition of antioxidants such as CoQ, Pycnogenol® or phytoestrogens. 
 
1. Nicotine as oxidant agent 
 
Periodontitis is an inflammatory condition characterized by the release of great 
amounts of ROS by PMN cells (“oxidative burst”) (Droge 2002, Sen et al. 2002).  This 
increase in oxidative stress in tissues has been proposed as one of the main mechanisms 
involved in the pathogenesis of periodontal disease (Sculley & Langley-Evans 2003). 
Several efforts have been made in order to find new therapeutic approaches to it. 
However, in determined groups of patients, such as smokers, conventional measures 
have failed to obtain good results. Some authors have focused their investigations on the 
effects of nicotine in periodontal tissues, proposing tobacco as a risk factor with 
detrimental effects (Argentin & Cicchetti 2004, van der Vaart et al. 2004, Yildiz et al. 
1998, Yildiz et al 1998). 
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Previous reports have revealed that smokers have poorer periodontal status 
compared to that of non-smokers (Johnson & Hill, 2004, Bergstrom 2004, Rivera-
Hidalgo 2003). These observations can be confirmed with the results obtained here, 
where the incubation of cultured human periosteal fibroblasts and osteoblasts with 
nicotine at a concentration of 250µg/ml resulted in a significant decrease in DHT yields 
compared to control values (from 23.8 to 47.4% depending on the type of cell and 
experiment). Our results are in agreement with those of Soory & Suchak (2003). They 
observed an inhibitory effect of 5α-reductase activity on cultured gingival and oral 
periosteal fibroblasts after incubations with nicotine (30, 50, 100µg/ml). 
 
However, a dichotomous effect of nicotine in tissues has been proposed 
(Giannopoulou et al. 2001, Gullihorn et al. 2005, Sooy & Suchak 2003, Walker et al. 
2001). Soory & Suchak, 2003, reported a stimulatory effect on 5α-R activity when 
incubations with low concentrations of nicotine (1-5µg/ml) were made.  
The stimulatory effect of nicotine at low doses has also been demonstrated in 
bone cell cultures (Gullihorn et al. 2005, Walker et al. 2001) and in gingival fibroblasts 
(Giannopoulou et al. 2001). Gullihorn et al. (2005) reported an enhancement in the 
metabolic activity (increases in alkaline phosphatase activity and in collagen and protein 
synthesis) in a clonal osteoblasts-like osteogenic cells line (murine mC3T3-E1 cells) 
after incubation with nicotine concentrations ranging form 12.5 to 250ng/ml. 
Giannopolou et al. (2001) observed an inhibition in proliferation in gingival fibroblasts 
obtained from patients with periodontal disease, after incubation with epithelial cells 
treated with nicotine at concentrations of 100 and 500µg/ml, while lower concentrations 
(1µg/ml) showed a stimulatory effect. 
All these results serve to justify the biphasic effect of nicotine in both matrix 
stimulatory steroid syntheses as well as in cell proliferation and metabolic activity, with 
a threshold above which nicotine exhibits anti-proliferative effects and an inhibition in 
5α-reductase activity (1-5µg/ml). 
We have employed an effective concentration of 250µg/ml of nicotine in all the 
procedures. It resulted in a significant decrease in DHT production in all cases and as a 
consequence an increase in oxidative stress in the cells studied.   
 
The mechanism by which nicotine exert its detrimental effects is not completely 
understood. Some in vitro studies have tested the effects of nicotine not only in oral 
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tissues (Argentin & Cicchetti 2004, Chang et al. 2002, Katz et al. 2005) but also in all 
body tissues (Cigremis et al. 2004, Gullihorn et al. 2005, Yamaya et al. 1995). Although 
several hypotheses have been proposed, the role of nicotine as an oxidantive agent is 
probably the most studied one. 
Argentin & Cicchetti (2004) demonstrated that human gingival fibroblasts from a 
cell line incubated during a period of 24 hours with nicotine (1µM) showed an increase 
in ROS production. When these cells were pre-treated with antioxidants (N-acetyl-
cisteine: 1µM or Catalase: 50 µM) two hours prior to the addition of nicotine, the levels 
of ROS obtained were diminished. This confirms that nicotine is able to cause oxidative 
stress in oral tissues and suggests a potential role for antioxidants in conferring 
protection against DNA damage. 
 
Alterations in cellular glutathione (GSH) levels have been proposed as another 
mechanism responsible for the deleterious effects attributed to nicotine. GSH is a small 
tripeptide responsible for the regulation of the intracellular levels of ROS, and therefore, 
acts as an antioxidant. Total GSH involves GSH and GSSG. During oxidative stress, 
GSH peroxidase reduces GSH to its oxidizing form GSSG (Chang et al. 2003). 
Nicotine-induced GSH depletion has been demonstrated in cultured human periodontal 
ligament fibroblasts (HPLF) (Chang et al. 2002, Chang et al. 2003) and in rat kidney 
tissues (Cigremis et al. 2004). Cigremis et al. (2004) reported a decrease in oxidised 
glutathione (GSH) in rat kidney tissues after a 6-month exposure to cigarette smoke. 
The hystopathological analysis revealed an advanced hydropic degeneration of kidney 
tubules. In the case of cultured HPLF, nicotine incubations (2.5-20mM) depleted GSH 
in a dose-dependent manner (Chang et al. 2003). Pretreatment with OZT, a precursor of 
cysteine which promotes the synthesis of GSH, prevented the cytotoxic effects induced 
by nicotine alone; while the use of some antioxidant such as catalase or superoxide 
dismutase, did not show any protective effect over nicotine-induced cytotoxicity (Chang 
et al. 2002). However, in the study of Chang et al. (2003), the decrease in GSH levels 
was not accompanied by an increase in GSSG levels. This indicates that nicotine could 
alter the ratio GSH / GSSG in human PDLFs without having a connection with 
oxidative stress. 
These results could serve to explain another potential mechanism by which 
nicotine could exert its effects in periodontal tissues. It would make cells more 
Discussion 
Oxidant / antioxidant interactions 344 
vulnerable to other reactive agents present in dental plaque, via depletion in GSH levels 
(Chang et al. 2002). 
Tanko & Christiansen (2004) have suggested another potential mechanism of 
action for nicotine. They proposed that part of the detrimental effect of smoking in bone 
metabolism is mediated by an adverse influence on sex-steroid metabolism, and in 
particular by an estrogen-lowering effect. 
 
It is worth taking into account that epithelial cells are the first ones to get in 
contact with nicotine. They act as a barrier limiting the contact of nicotine with deeper 
cells, such as fibroblasts or osteoblasts. However, in inflamed gingiva affected by 
periodontal disease, the intercellular spaces may be wider, thus permitting the 
penetration of nicotine through the epithelial barrier, and allowing a direct contact with 
fibroblasts (Giannopoulou et al. 2001). 
 
 
2. CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens as antioxidant agents 
Once the oxidant effects of nicotine were confirmed both in cultured human 
osteoblasts and periosteal fibroblasts, we hypothesize that its detrimental effects could 
be minimized by the addition of some antioxidants. Therefore, CoQ, Pycnogenol® and 
phytoestrogens were selected to be used in this study. We first assessed the impact on 
the metabolism of 14C-Testosterone of each agent alone, and then we combined each 
antioxidant with nicotine. 
 
2.1.  Coenzyme Q10 
 
The incubation of both types of cells with CoQ resulted in a significant increase in 
DHT yields (34.3 and 53.9% by periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively). 
The association of CoQ with nicotine increased DHT production by 84.4 and 128.2% in 
periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively, over incubations with nicotine alone. 
The levels of DHT achieved with this combination were even above those of control 
values (40.5 and 29.4% for periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively). 
The ability of CoQ to increase the metabolism of androgens (14C-testosterone) in 
cultured human osteoblasts and periosteal fibroblasts serves to confirm the possible role 
of CoQ as an antioxidant in the treatment of tissues affected by inflammatory diseases 
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(periodontal diseases). That would imply a benefit in the healing process with a specific 
impact among smokers. We have demonstrated that CoQ was capable of inducing a 
recovery of the levels of DHT up to control values, and also with further increases. 
 
 CoQ has been proved to be a potent antioxidant in in vitro (Lee et al. 2005) and 
in vivo studies (Alleva et al. 1995). It has been proposed as a potential treatment for 
mitochondrial diseases (Lee et al. 2005) and for vascular diseases (Wang et al. 2004) in 
type 2 diabetes patients (Chew & Watts 2004). 
 
Hanioka et al. (1994) designed a clinical trial to assess the effects of topical 
application of CoQ in periodontal pockets. They reported that CoQ was able to improve 
adult periodontitis as a unique method or in combination with non-surgical therapy. 
However, the formulation of CoQ dispersed in soybean oil could be non-specific. It is 
well known that soybean oil is mainly composed of phytoestrogens (also tested here). 
They are potent antioxidants, and as a consequence, these results could reflect an effect 
erroneously attributed to CoQ, instead of to phytoestrogens or even to the combination 
of both agents. 
 
It has also been shown that CoQ is able to inhibit mitochondrial depolarization 
(Papucci et al. 2003). Papucci et al. (2003) demonstrated in an in vitro study with rabbit 
corneal keratocytes, that pre-treatment with CoQ (10µM) 2 hours prior to the addition of 
a damaging agent capable of inducing apoptosis independently of the generation of 
ROS, resulted in an inhibition of apoptosis via maintaining the mitochondrial 




Incubations of cells with Pycnogenol® resulted in increases in DHT levels even 
higher than those obtained with CoQ (65.8 and 97.3% by periosteal fibroblasts and 
osteoblasts, respectively). When combined with nicotine and glucose, Pycnogenol® was 
also capable of neutralizing the effects of the oxidants and obtaining a recovery in DHT 
yields over control values.  
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The antioxidant properties of Pycnogenol® has been reviewed by Packer et al. 
(1999) and several authors have demonstrated its ability to scavenge ROS and NOS 
(nitrite species) (Blazso et al. 1997, Cho et al. 2001, Packer et al. 1999, Virgili et al. 
1998). It has been shown to enhance other antioxidant systems such as α -tocopherol 
(10µg/ml) (Virgili et al. 1998, Kim et al. 2004) and even minimal concentrations 
(2.5µg/ml) have been shown to protect pigmental epithelium of the retina from lipid 
peroxidation induced in vitro by ferric iron (Ueda et al. 1996). 
 
Pycnogenol® has been proposed as a treatment for skin diseases characterized by 
cutaneous inflammation. It has been applied to prevent ultraviolet (UV)-induced 
inflammation in human skin; in a group of 21 volunteers taking 1.1mg/kg/day during 4 
weeks, increased the dose of ultraviolet (UV)-radiation necessary to induce erythema 
(Saliou et al. 2001). Experimental studies have tested the properties of topically applied 
Pycnogenol® in rats or mice (Blazso et al. 2004, Sime & Reeve 2004). These authors 
demonstrated its anti-inflammatory activity in either wound healing (Blazso et al. 2004) 
or in UV-irradiated tissues (Sime & Reeve 2004). 
 
 Pycnogenol® is also capable of dose-dependently down regulating IFN-γ-
induced ICAM-1 expression in human keratinocytes at concentrations varying from 5 to 
50µg/ml (BITO ET AL, 2000). ICAM-1 is responsible for the adhesion of T cell to 
human keratinocytes, and its levels are increased in gingival crevicular fluid from 
periodontal patients compared to healthy subjects (Hannigan et al. 2004); therefore, 
Pycnogenol® could be applied to damaged periodontal tissues in order to diminish their 
levels of ICAM-1, and help in the process of healing.  
 
Another potential link with periodontal disease is found in the fact that 
Pycnogenol® exerts a strong inhibitory effect on the activity of metalloproteinase-1 
(MMP-1), MMP-2 and MMP-9(GRIMM, 2004). The production of some cytokines, 
such as interleukin-1β (IL-1β) and IL-2 are also inhibited by Pycnogenol® (20 or 
50µg/ml) in human T lymphocyte and in a murine cell line of monocyte-macrophages 
(Cho et al. 2001). This may in part explain the effect of Pycnogenol® in protecting 
periodontal tissues over immune-inflammatory reactions. Based on this hypothesis, 
Krimbrough et al. (2002) showed a reduction in the mean bleeding scores of 50% in a 
group of healthy patients after 14 days of chewing six pieces of Pycnogenol® (5mg) 
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daily. By contrast, Battino et al. (2005) could not demonstrate any protective effect of a 
Pycnogenol®-enriched toothpaste extract in human keratinocytes cell cultures 48 hours 
prior to challenge them with hydroxide peroxide (150 µM).  
 
The beneficial effects of Pycnogenol® in reducing oxidative stress in two 
different cell types have been proved here, however, more research is needed within this 
field. A specific device should be designed in order to obtain effective concentration of 




The highest values in DHT yields were obtained when incubations with 
phytoestrogens (10 and 40µg/ml) were made, with increases of 66.3 and 171.7% in 
periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively. When phytoestrogens were 
associated with nicotine, the production of DHT was enhanced by 99.9 and 255.2% by 
periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively, even increasing the levels of DHT 
over control values.  The combination of phytoestrogens with a glucose-enriched 
medium resulted in a 1.5-fold increase in DHT yields over incubation with glucose 
alone, in MG63 osteoblasts. 
 
Some of the beneficial effects of phytoestrogens have been attributed to their role 
as antioxidant agents (Rimbach et al. 2003). Genistein and daidzein (500, 200, 100, 
1000µM) have been proved to mop up free radicals (hydroxyl and superoxide anion) in 
a murine cell line of monocyte – macrophages (RAW 264.7 cells), although to a lesser 
extent than their own metabolites (Rimbach et al. 2003). When lower concentrations of 
daidzein and genistein were tested, results failed to demonstrate a scavenging activity 
towards ROS (Guo et al. 2002). Therefore, it has been proposed that their antioxidant 
properties at this physiological concentration might be attributed to their capacity of 
enhancing other antioxidant enzymes. Guo et al. (2002) have demonstrated a biphasic 
effect of some phytoestrogens. Daidzein at a concentration of 0.005 - 5µM and genistein 
(0.005µM) increased cellular levels of GSH, while higher concentrations (50µM) lead to 
a considerable depletion in intracellular GSH in human umbilical cordon vein 
endothelial cell line. As it was previously explained, nicotine reduces the levels of GSH 
(Chang et al. 2002, Chang et al. 2003, Cigremis et al. 2004), so that, an appropriate 
Discussion 
Oxidant / antioxidant interactions 348 
concentration of phytoestrogens would be capable of counteracting this action, 
preventing the damaging effects of nicotine in periodontal tissues. In our study, we have 
shown that phytoestrogens were capable of reversing the negative effects exerted by 
nicotine in cultured human osteoblasts and periosteal fibroblasts in 5α-reductase 
activity, increasing the amounts of DHT yields produced by both types of cells over 
control values. This corroborates previous results where phytoestrogens have been 
demonstrated to act as antioxidants with cells affected by oxidative stress (Rimbach et 
al. 2003).  
 
Phytoestrogens also have the ability to bind to estrogen receptors (ERs) thanks to 
their structural similarity with the molecule of estrogen (Dijsselbloem et al. 2004, 
Magee & Rowland 2004, Suh et al. 2003). This confers on them the possibility of 
having estrogenic properties, without experiencing the side effects that characterize 
estrogen (increase in breast cancer) (Suh et al. 2003). 
 
Estrogen, and as a consequence phytoestrogens, have been shown to have an 
important role in bone formation (Bord et al. 2001, Chen et al. 2002, Suh et al. 2003). In 
vitro studies reported that17β-estradiol was capable of increasing osteoprotegerin 
activity, receptor activator of nuclear factor-κB ligand (RANK-L) and ER in bone-
cultured cells (Bord et al. 2003). These properties were observed also in daidzein and 
genistein, as they were capable of diminishing interleukin-6 (IL-6) production (Chen et 
al. 2002), stimulating alkaline phosphatase activity (a marker of early differentiation 
stage) (De Wilde et al. 2004, Jia et al. 2003, Yamaguchi & Gao 1998) and osteocalcin 
(De Wilde et al. 2004, Jia et al. 2003) (a marker of late differentiation stage), increasing 
osteoprotegerin gene expression (Chen et al. 2002, De Wilde et al. 2004) and membrane 
levels of RANK-L (De Wilde et al. 2004). These actions are mediated through binding 
to estrogen receptors (ERs), found in target tissues. Although, estradiol activated ER-α 
more efficiently in bone cells, daidzein seemed to preferentially bind to ER-β (De Wilde 
et al. 2004).  6-carboxymethyl biochanin A (0.3-3000nM), a carboxyderivative of 
biochanin A, has been proved to increase estrogen receptor-α (ER-α) and decrease ER-β 
in human female osteoblasts. This is accompanied by stimulation in creatine kinase 
activity and in cytosolic free calcium concentration (Somjen et al. 2005). We have here 
tested the effects of phytoestrogens in human osteoblasts from the MG63 cell line, 
where the presence of ERs has previously been demonstrated (Cao et al. 2003). 
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3. DHT, 4A and diols 
It is also interesting to note that although DHT yields seemed to follow a trend 
with each type of testing agent (increased with antioxidant and decreased with 
oxidants), the levels of 4-androstenedione (4A) and diols were not as consistent. 
Testosterone is mainly converted into DHT and diols through 5α-reductase 
activity. But it can also be transformed into 4A via the action of 17β-hydroxysteroid 
dehydrogenase activity (17β-HSD). This is a reversible reaction, where 4A can also be 
converted into testosterone via the same enzyme (17β-HSD) (Figure 40). 
 
 
Figure 40: Metabolism of testosterone. 
We expected that stimulation in DHT synthesis would result in a depletion of 4A 
and an increase in diols yields, due to the reaction catalysed by the 17β-HSD towards 
testosterone and DHT direction. However, these results were only obtained after 
incubation of human osteoblasts with CoQ, Pycnogenol® and nicotine. In all the other 
set of experiments there was not a clear tendency in 4A and diols yields. This could be 
explained because the concentrations employed are sufficiently high to show a 
stimulatory response in DHT synthesis but not strong enough for seeing a change in 4A 
or diols levels. 
Soory & Suchak, 2003, observed a decrease in 4A and diols yields in oral 
periosteal fibroblasts after incubation with serial concentration of nicotine (30-
100µg/ml). This could be attributed to an inhibition 17β-HSD activity. We were not 
able to confirm this activity, as we have not obtained a clear pattern in the production of 
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4. Comparison of both types of cells 
Two different cell types have been used in this study: human periosteal 
fibroblasts, obtained from patients undergoing periodontal surgery, and human 
osteoblasts from an osteosarcoma cell line (MG63). As a general trend we observed that 
fibroblasts were able to produce higher levels of DHT than osteoblasts, even in non-
stimulated cases (control). However, osteoblasts were more influenced by the addition 
of antioxidants / oxidants, as proved by their capacity to induce greater changes in DHT 
yields (increases or decreases).  
In the case of phytoestrogens, this heterogeneity could be attributed to their 
estrogenic properties. In bone cell cultures, estrogen receptors have a different pattern of 
expression depending on the osteoblast developmental stage (Wiren et al. 2002). During 
early phases, the levels of ER-α and ER-β are both elevated, with a decrease in ER-α in 
postmineralizing cultures (Wiren et al. 2002). Osteoblasts from the cell line MG63 are 
mature cells, where expression of ER-β has been proved (Cao et al. 2003). 
Phytoestrogens preferentially bind to the ER-β isoform (Dijsselbloem et al. 2004, 
Magee & Rowland 2004); therefore, they would be able to exert their effects trough 
binding to this estrogen receptor. The fact that the ER-β expression is increased in this 
type of cells would allow a greater action of phytoestrogens in terms of reducing 
oxidative stress. 
Pycnogenol® is formed by a mixture of different compounds. Among them, 
flavonoids can be mainly found (Kimbrough et al. 2002, Ni et al. 2002, Packer et al. 
1999). Flavonoids belong to the group of phytoestrogens (Dang & Lowik 2005, 
Dijsselbloem et al. 2004, Whitehead & Lacey 2003), and therefore, they could also bind 
to ER-β, and induce greater changes in testosterone metabolism. 
Periosteal fibroblasts can be seen as multi-potential cells, with the ability to 
differentiate into mature stabilized cells. By contrast with osteoblasts, they were 
obtained from patients during periodontal therapy. Fibroblasts between the fourth and 
ninth passage were used. The expression of estrogen receptors has not yet been studied 
in periosteal fibroblasts. Their decreased capacity to be affected by the addition of 
oxidants / antiodants in the culture medium (smaller changes in DHT levels when 
compared with control incubations) might be attributed to a reduced expression of ER-
β.  
Fibroblasts produced a higher yield at baseline, although the response to agents 
was more obvious in osteoblasts.  
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5. Clinical application in periodontal therapy 
 
The effects of CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens in matrix stimulations of 
steroid synthesis by human oral cells have not been previously assayed by any other 
author. This is the first study showing that these agents play an important role in the 
metabolism of androgens in two types of human cells, periosteal fibroblasts and 
osteoblasts.  The incubation of both types of cells with these agents resulted in an 
increase in DHT levels, induced by enhanced 5α-reductase activity.   
 
Furthermore, they are also capable of neutralising the detrimental effects 
associated with nicotine and glucose. Nicotine has already been shown to be an oxidant 
(Argentin & Cicchetti 2004, Crowley-Weber et al. 2003, van der Vaarrt et al. 2004, 
Yildiz et al 1998) and was responsible for a decrease in DHT yields. The recovery in 
DHT levels observed with the combination of nicotine with each of the testing agents 
might be explained by a decrease in the oxidative stress induced by nicotine. 
 
Sometimes antioxidants need an oxidative challenge to exert their effect. This was 
the case of CoQ incubated with periosteal fibroblasts. The combination of CoQ with 
nicotine induced higher amounts of DHT than CoQ alone, compared to control values. 
This would imply that the effect of an antioxidant in response to an oxidative challenge 
(nicotine) may be higher than that from the oxidant alone. 
 
These data might serve as a base for future clinical trials, in which these agents 
might be employed for the treatment of periodontal patients. The negative effect of 
tobacco in periodontal tissues could be counteracted by the use of antioxidants as 
adjunctive therapy. The way in which they should be formulated is a matter of 
interesting research. In the oral cavity, everything directly applied to the oral mucosa 
would be removed by the action of saliva. Therefore, a specific device should be 
designed in order to obtain a continuous release of the required substance. The locally 
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1. Nicotine significantly inhibits 5α-reductase activity, resulting in a decrease in 
DHT yields in cultured human periosteal fibroblasts and osteoblasts. 
 
2. CoQ, Pycnogenol® and Phytoestrogens are capable of increasing the levels of 
DHT in cultured human periosteal fibroblasts and osteoblasts, confirming their 
role as antioxidants. 
 
3. The combination of nicotine with CoQ, Pycnogenol® or phytoestrogens resulted 
in a neutralisation of the effects of nicotine in testosterone metabolism in 
cultured human periosteal fibroblasts and MG63 osteoblasts. 
 
4. Cultured human osteoblasts show greater changes in testosterone metabolism 
than cultured human periosteal fibroblasts when incubated with nicotine, CoQ, 
Pycnogenol® and phytoestrogens. 
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LEGEND 
• AR: Androgen receptor. 
• CoQ: Coenzyme Q10  
• D: diols  
• DHT: 5α-dihydrotestosterone  
• DM: Diabetes mellitus 
• DMSO: dimethyl sulphoxide  
• ER: estrogen receptor 
• HPF: Human periosteal fibroblasts 
• HPLF: Human periodontal ligament fibroblasts 
• IL: Interleukin 
• MEM: Minimum Essential Medium  
• MMP: metalloproteinase 
• Nic: Nicotine 
• Phyt: Phytoestrogens 
• PMN: Polymorphonuclear 
• Pyc: Pycnogenol. 
• T: testosterone 
• TLC: thin layer chromatography  
• ROS: reactive oxygen species  
• 4A: 4-androstenedione  
• 14C-T: 14C-Testosterone 
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a b s t r a c t
Background: There is a growing awareness that oxidative stressmay play a role in periodontal
disease. The aim of this investigationwas to evaluate potential oxidant/antioxidant interac-
tions of nicotine with antioxidants (Coenzyme Q10 (CoQ), Pycnogenol®) and phytoestrogens
in a cell culture model.
Methods: Duplicate incubations of human periosteal fibroblasts and osteoblasts were per-
formed with 14C-testosterone as substrate, in the presence or absence of CoQ (20g/ml),
Pycnogenol® (150g/ml), and phytoestrogens (10 and 40g/ml), alone and in combination
with nicotine (250g/ml). At the end of a 24-h incubation period, the medium was solvent
extracted and testosterone metabolites were separated by thin-layer chromatography and
quantified using a radioisotope scanner.
Results: The incubations of osteoblasts and periosteal fibroblasts with CoQ, Pycnogenol® or
phytoestrogens stimulated the synthesis of the physiologically active androgen DHT, while
the yields of DHT were significantly reduced in response to nicotine compared to control
values (p<0.001 for phytoestrogens). The combination of nicotine with CoQ, Pycnogenol® or
phytoestrogens increased the yields of DHT compared with incubation with nicotine alone
in both cell types.
Conclusion:This investigation suggests that the catabolic effects of nicotine could be reversed
by the addition of antioxidants such as CoQ or Pycnogenol® and phytoestrogens.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
There is a growing awareness that oxidative stress may play
a role in various clinical conditions, such as diabetes melli-
tus, rheumatoid arthritis, atherosclerosis, malignant diseases
and periodontal disease. In this context we have investigated
potential oxidant/antioxidant interactions of nicotine with
antioxidants (Coenzyme Q10, Pycnogenol®) and phytoestro-
gens in a cell culture model.
∗ Corresponding author.
E-mail address: efigueruiz@hotmail.com (E. Figuero).
Periodontal diseases are chronic inflammatory conditions
featured by loss of connective tissue, alveolar bone resorp-
tion and formation of periodontal pockets as a result of the
complex interaction betweenmicrobial plaque biofilm on root
surfaces and the host immune response [1]. Although this
interaction is required for the onset of the disease, uncon-
trolled inflammatory episodes are known to persist even after
removal of the antigenic stimulus. This results in high levels
of proinflammatory cytokines and free radicals [2].
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During inflammation, polymorphonuclear leucocytes play
an important role as the first line of defence. These cells,
via the phagocytic isoform of NADPH oxidase, can produce
large amounts of superoxide anion radical (O2−) which is
well known to be critical for defence against bacteria and
other pathogens. The activation of phagocytic NADPH oxi-
dase can be induced by bacterial products such as bac-
terial lipopolysacharide, lipoproteins or cytokines such as
interferon-, interleukine-1, and interleukine-8. Superoxide
is rapidly converted to a membrane permeable form, hydro-
gen peroxide (H2O2), by superoxide dismutase activity or even
spontaneously. Release of H2O2 may promote formation of
other oxidants that are more stable including hypochlorous
acid, chloramines, and aldehydes. The production of oxidants
at the wound sites is not restricted to neutrophils alone but
may be also produced by macrophages, which appear to ini-
tiate a long-term response to injured cells subsequent to the
acute response. This massive production of reactive oxygen
species (ROS) in an inflammatory environment is called the
“oxidative burst”; and this suggests that wound sites are rich in
oxidants along with their derivates [3,4].
The concentration of oxidants in question is critically
important. Although at micromolar concentrations oxidants
such as hydrogen peroxide may favourably influence signal
transduction processes that support healing; at millimolar
concentrations hydrogen peroxide is likely to overwhelm the
antioxidant defence system of the healing tissue, thereby
delaying healing [3]. In an inflammatory environment hydro-
gen peroxide is produced by activatedmacrophages at an esti-
mated rate of (2–6)× 10−14 mol/(h cell), and may reach a con-
centration of 10–100M in the vicinity of these cells [4]. Oxida-
tive stress induced tissue destruction is common to several
systemic and oral inflammatory diseases including periodon-
tal disease. The following agents with potential antioxidant
capacity have a significant therapeutic role.
Coenzyme Q10 (CoQ), or urbedicarenone, is intrinsic to
human tissue including the gingiva, and is a vitamin accord-
ing to the basic science of nutrition. It has a fundamental
role in the electron transfer reaction of respiration and cou-
pled oxidative phosphorylation inmitochondria [5–7]. CoQhas
been reported to have beneficial effects in mopping up free
radicals, improving periodontal treatment outcome measures
[8–12], and lowering glucose levels in diabetic patients, respec-
tively [13]. Antioxidant effects of CoQ on fibroblasts have been
identified [14].
Pycnogenol® is a proprietary phytochemical extracted from
the bark of the Frenchmaritime pine (Pinus maritima) from Bay
of Biscay in the Landes de Gascogne in France. It is a blend
of monomeric phenolic compounds (catechin, epicatechin,
and taxifolin) and condensed flavonoids (procyanidins). These
condensed polyphenols are formed by “bricks” of the flavan-
3-ols catechin and epicatechin linked together into lengths
ranging from dimmers to heptamers (B1, B3, and B7). In addi-
tion, it contains phenolic acids, such as p-hydroxy benzoic,
protocatechuic, gallic, vanillic, p-coumaric, caffeic, and feruli-
cands; and glycosylation products (glucopyranosyl derivatives
of either flavonols or phenolic acid) as minute constituents
[15,16].
It is now employed as a nutritional supplement and a phy-
tochemical remedy for various diseases [17]. An antioxidant
activity of Pycnogenol® has been demonstrated by in vitro, in
vivo, and animal studies [17,18]. Blaszo´ et al. [19,20] observed
a correlation between the antioxidant activity of Pycnogenol®
and the anti-inflammatory response. They demonstrated in
an animal study with rats that regular topical application of
Pycnogenol® (1–5%) during a 20-day period accelerates the
woundhealingprocess in skin and reduces scar formation [20].
It can also affect cell death and survival after various types
of proapoptotic stimuli [21] and has a strong inhibitory effect
towards the activity of metalloproteinase-1 (MMP-1), MMP-2,
andMMP-9 [22]. Kimbrough et al. demonstrated a reduction in
themean gingival bleeding scores of 50% in a group of healthy
patients chewing six pieces of Pycnogenol® (5mg) daily for 14
days [16].
Phytoestrogens are plant derived, non-steroidal compounds,
mainly found in “Leguminosae”, which have a unique diphe-
nolic structure that gives them a high stability [23,24]. Based
on their chemical structures they can be classified into
three main groups: flavonoids, coumestans, and lignans.
The group of flavonoids includes flavanones, flavones, and
isoflavones [24–27]. In recent years, they have attracted much
attention because of their potential beneficial role in pre-
vention and treatment of several systemic diseases (car-
diovascular diseases, osteoporosis, diabetes, obesity, etc.)
[23,24,28] and because epidemiological studies have demon-
strated an association between soy-bean containing diets
and a decrease in the incidence in certain human can-
cers in Asian populations [29,30]. Phytoestrogens can exert
their potential beneficial effects via both their estrogenic
properties (binding to estrogen receptors) [23,25] and via
an antioxidant pathway [31]. Genistein and daidzein have
been shown to scavenge hydroxyl and superoxide anion
radicals [31].
Environmental factors such as smoking have a detrimental
effect on healing. Smokers are almost three times as likely to
have severe periodontitis compared to non-smokers. In gen-
eral, in studies where plaque accumulation was similar in
smokers and non-smokers or was adjusted, current smok-
ers had deeper probing depths, greater attachment loss, more
bone loss, and fewer teeth [32–34]. The studies have shown
a strong dose–response relationship between the amount of
tobacco smoked and the severity of periodontal destruction;
which further supports the role of smoking as a risk fac-
tor for periodontitis [32]. Nicotine, the major component of
cigarette smoke has been shown to have damaging effects via
an oxidative pathway [35–38]. The redox potential is an impor-
tant factor for wound healing. Animal and in vitro studies
report a decrease in the reduced glutathione (GSH)/oxidised
glutathione (GSSG) ratio [39–42], an indicator of the vital bal-
ance between oxidants and antioxidants [37], in response to
nicotine. It has been suggested that nicotine has dichoto-
mous effects [43–46], while small concentrations of nicotine,
to which light smokers are exposed, can enhance fibroblast
attachment and growth, higher levels of nicotine can be dam-
aging [47].
It has been suggested that sex hormonesmayhave an impor-
tant role in chronic inflammatory periodontal diseases. The
expression of androgen receptor has been detected in a high
proportion of periodontal and gingival tissue and in fibroblasts
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have shown that periodontal tissues are capable of metabo-
lizing sex hormones resulting in the formation of biologically
active metabolites [48]. Testosterone affects skeletal matu-
ration and exerts significant effects on the homeostasis of
mature bone [50]. It is converted by the enzyme steroid 5-
reductase (5-R) to 5-dihydrotestosterone (DHT) before bind-
ing to the androgen receptor [51]. This physiologically active
androgen, DHT, is implicated in stimulating matrix-forming
cells [48], and there is documented evidence of its anabolic
effects [52]. The rate of periosteal bone formation has been
shown to be significantly elevated in response to DHT alone
and in combination with estrogen [53]. LPS induced oxidative
stresshas been shown to impair steroidogenesis in Leydig cells
[54], suggestive of a predictive role for steroid markers in an
environment of oxidative stress. It is relevant that androgen
hormones are optimally effective in an environment with low
redox potential and that they induce antioxidant enzymes via
activation of relevant genes [55]. In addition, they also appear
to have direct antioxidant effects [56], making them effective
markers of healing and oxidant–antioxidant interactions of
relevance to this study.
We hypothesize that oxidants such as nicotine are respon-
sible for a reduction in the levels of DHT, while antioxidants,
such as CoQ, Pycnogenol® or phytoestrogens are capable of
increasing the levels of DHT over control incubations. In addi-
tion, antioxidants will be able to neutralize the effects of
oxidants, by means of increasing DHT yields above incu-
bations with the oxidants alone. Therefore, the aim of this
investigation is to determine the effects of nicotine, CoQ,
Pycnogenol®, and phytoestrogens, alone and in combination,
in the metabolism of 14C-testosterone by cultured human
periosteal fibroblasts and osteoblasts. These results may be
applied to future clinical trials in periodontal patients, specif-
ically in smokers.
2. Experimental
Authentic steroids were supplied by Sigma Chemical Co.
(Poole, Dorset, UK). They were dissolved and redistilled in
ethanol (supplied by Merk Chemicals Ltd., Dagenham, Essex,
UK) at appropriate concentrations and stored. The radioiso-
tope 14C-testosterone (specific activity 58Ci/mol) was
obtained from Amersham International (Amersham, Bucks,
UK). The organic solvents for thin-layer chromatography (ben-
zene and acetone), ethyl acetate for extraction of metabolites
and chloroform to solubilise the dried bulk of extracts were
all provided by BDH Chemicals (Merck) (Dagenham, Essex,
UK). The thin-layer chromatography (TLC) plates were pre-
coated silicagel kiesegel 60 (20 cm× 20 cm) obtained from BDH
Chemicals Ltd. (Merck), Dagenham, Essex, UK. The antioxi-
dants Coenzyme Q10 and Pycnogenol® were gifted by Pharma
Nord UK Ltd. The plant extract phytoestrogen was obtained
fromBootes’ chemists. Nicotinewas provided by SigmaChem-
icals Ltd., Fancy Road, Poole Dorset. Cell culture media com-
ponents: Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM), with
10% foetal bovine serum (FBS), l-glutamine (200mM), peni-
cillin (5000 IU/ml), streptomycin (5mg/ml), trypsin (0.25%) and
cell culture plastics were all provided by Invitrogen Ltd.,
Scotland.
2.1. Cell cultures
Human periosteal fibroblasts were obtained from eight
patients (four males and four females), aged 30–50 years, with
muco-gingival/periodontal problems attending the Depart-
ment of Periodontology, King’s College London Dental Insti-
tute, UK. They were all non-smokers, free of medication and
in good general health. Patient consent and approval from the
local Ethics Committee were obtained. Periosteal tissue was
isolated from patients undergoing muco-gingival advanced
flap procedures and cultured until explants of periosteal
fibroblasts were obtained. Fibroblasts of the fourth to ninth
passage in monolayer culture were used for the experiments.
It is well documented that fibroblasts derived from
inflammed tissue demonstrate a higher metabolic activity
with androgen substrates at baseline compared with fibrob-
lasts passaged from non-inflamed tissues [57,58]. In the
present study samples were not categorized for sexes based
on some studies which have shown that although gingival
tissues from healthy males metabolized testosterone better
than that of healthy females, chronically inflamed mucosa
from both genders did not show any difference in testos-
teronemetabolism [57,59]. Individual tissue samples obtained
from patients were not pooled, in order to maintain their
individuality.
Human osteoblasts were obtained from a permanent cell
line isolated from human osteosarcoma, called MG-63 [60],
gifted by the Eastman Dental Hospital, London, UK.
2.2. Experimental design
The contents of a fully confluent 25 cm2 flask were divided
among 24 wells of a multiwell dish in Eagle’s MEM for each
cell line and the cells were allowed to become fully con-
fluent before setting up experiments. 14C-testosterone was
incubated within the confluent monolayer cultures, in the
presence or absence of each testing agent in order to anal-
yse androgen metabolites in each case, compared to control
values.
2.2.1. Establishing the optimal concentrations of CoQ,
Pycnogenol® and phytoestrogens on the metabolic
conversion of 14C-testosterone by cultured human periosteal
fibroblasts (HPF)
In order to study the effects of CoQ, Pycnogenol® and phy-
toestrogens on HPF using 14C-testosterone as a substrate, it
was necessary to establish effective concentrations respon-
sible for the stimulation of HPF using a suitable range. This
effective concentration would be used for the subsequent set
of experiments.
Three 24-well plates were prepared with serial concentra-
tions of CoQ: 5, 10, 20, 30, 50g/ml; Pycnogenol®: 50, 100, 150,
200, 300g/ml; phytoestrogens: 10, 20, 30, 40, 50g/ml.
2.2.2. Effects of an optimal concentration of CoQ and
Pycnogenol®, alone and in combination with nicotine, on the
metabolism of 14C-T by cultured human periosteal
fibroblasts and osteoblasts
Eight incubations of each cell line were performed. Two
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mined effective concentration of CoQ (20g/ml) and Pyc-
nogenol (150g/ml), alone and in combination with nicotine
(250g/ml).
2.2.3. Effect of optimal concentrations of phytoestrogens®,
alone and in combination with nicotine, on the metabolism
of 14C-T by cultured human periosteal fibroblasts and
osteoblasts
Two different concentrations of phytoestrogens (10 and
40g/ml) and nicotine (250g/ml), alone and n combination
were tested in order to study the potential oxidant/antioxidant
role of the agents as they were compared to control
incubations.
2.3. Detection and quantification of radioactive steroid
metabolites
The 24-well multiwell plates were incubated for 24h in a CO2
humidified cell culture incubator at 37 ◦C. Solvent extraction
of themediumwas performed by the addition of ethyl acetate.
The extractswere evaporated to dryness in a vortex evaporator
(Gyrovap; Philip Harris House, London, UK). Thin-layer chro-
matography was performed for separation of formed metabo-
lites and the TLC plateswere run in a benzene/acetone solvent
system (4:1, v/v). The separated metabolites on the TLC plates
were scanned using a radioisotope scanner linked to a com-
puter for their quantification.
The identity of the formed metabolites was confirmed
using the mobility of cold standards disclosed in iodine added
to the samples. Further confirmation of the authenticity of
DHT was done by combined gas chromatography–mass spec-
trometry (courtesy of Prof. A.I. Mallet, St. Thomas’ Hospital,
London, UK), after derivatisation to pentafluorobenzyloxime
trimethyl silyl ether (PFBO/TMS). The derivatised biological
material had amolecular ion (557) andmass spectral fragmen-
tation pattern identical to those of authentic PFBO/TMS ether
of 5-DHT, but at lower levels, due to smaller concentrations
of steroid. These procedures have been documented previ-
ously, with the ionic fragmentation pattern in graphic form
[61].
2.4. Statistical analysis
Means values were obtained from each of the metabolites iso-
lated from incubations of human periosteal fibroblasts and
osteoblasts (n=8). The cell lines were not pooled and each
cell line relates to the subject. The control incubation in the
absence of testing agents served as the comparison for test
incubations in the cell lines studied for each experimental set-
up. Standard deviations from the mean values are shown in
the figures. One-way ANOVA was used for significance testing
[62].
3. Results
The substrate 14C-testosteronewasmainlymetabolized to 5-
dihydrotestosterone (DHT), diols (D) and 4-androstenedione
(4A).
Fig. 1 – DHT production in relation to different
concentrations of CoQ (5, 10, 20, 30, and 50g/ml). The
yields of DHT are in pmol/ml. These units are applied to all
figures and all metabolites.
3.1. Determination of optimal concentrations of agents
used
The results offered here are based on the levels of DHT
obtained. The yields of DHT were increased in response to all
six concentrations of CoQ used (5, 10, 20, 30, and 50g/ml)
by 15.4, 25.8, 37.4, 33.8, and 15.9%, respectively (Fig. 1). The
maximum yields of DHT were obtained at a concentra-
tion of CoQ of 20g/ml. Therefore, this concentration was
selected as the optimum one to be used in the next set of
experiments.
Serial concentrations of Pycnogenol® (50, 100, 150, 200,
and 300g/ml) caused an increase in yields of DHT (Fig. 2)
in all cases (of 57.5, 33.6, 86.2, 93.7, and 38.2%, respectively).
There were equal amounts of DHT produced by two differ-
ent concentrations of Pycnogenol® (150 and 200g/ml). The
first one (150g/ml) was selected for use in the next set of
experiments.
There was a continuous increase in DHT production from
cultured HPFwith each concentration of phytoestrogen (Fig. 3)
employed (10, 20, 30, 40, and 50g/ml). There were 33.9,
32.8, 32.2, 38.9, and 40.6% increases in DHT synthesis com-
pared to control values. There was only a slight variation
in the yields of DHT within the range of 10 and 40g/ml.
Therefore, the first and last of the range (10 and 40g/ml)
were the selected concentrations to be utilized in subsequent
experiments.
Fig. 2 – Yields of DHT in relation to different concentrations
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Fig. 3 – Effect of serial concentrations of phytoestrogens (10,
20, 30, 40, and 50g/ml) on DHT production.
3.2. Effect of CoQ, Pycnogenol® and nicotine, alone and
in combination, on the metabolism of 14C-testosterone
3.2.1. Periosteal fibroblasts
The formation of DHT was increased by 34.3 and 65.8% in
response to CoQ (20g/ml; n=8, p<0.005) and Pycnogenol®
(150g/ml; n=8, p<0.001), respectively. Nicotine (250g/ml)
caused 23.8% decrease in DHT production compared with
control values (n=8, p<0.05). The combination of nicotine
at 250g/ml with CoQ (20g/ml) or Pycnogenol® (150g/ml)
increased the yields of DHT by 84.4 and 66.5%, respectively,
compared with incubation with nicotine alone (n=8, p<0.001
and n=8, p<0.05, respectively). In addition, these values were
increased over baseline controls as well (40.5 and 26.7%,
respectively), although, only statistical significance was found
for the association of CoQ with nicotine (Fig. 4).
There seemed to be a tendency for decreasing yields of 4A
and diols after incubation with all testing agents. However,
these results were not statistically significant.
3.2.2. Osteoblasts
CoQ (20g/ml) and Pycnogenol® (150g/ml) showed consis-
tent stimulatory effects on DHT synthesis of 53.9 and 97.3%,
respectively, compared to control values (n=8, p<0.05 and
p<0.005). The yields of DHTwere significantly reduced (43.3%)
in response to nicotine (250g/ml) compared to control incu-
bations (n=8, p<0.05). The combination of nicotine with CoQ
or Pycnogenol® caused 1.3- and 1.5-fold increases, respec-
Fig. 4 – Yields of DHT synthesised by cultured human
periosteal fibroblasts after incubation with CoQ (20g/ml),
Pycnogenol® (150g/ml) and nicotine (250g/ml) alone and
in combination. Comparison of treatment vs. control group:
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.001.
Fig. 5 – Metabolism of 14C-testosterone to DHT by cultured
osteoblasts after incubation with CoQ (20g/ml),
Pycnogenol® (150g/ml) and nicotine (250g/ml) alone and
in combination. Comparison of treatment vs. control group:
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.001.
Fig. 6 – Differences in DHT production by cultured human
osteoblasts and human periosteal fibroblasts compared to
control values.
tively, in DHT production over incubation with nicotine alone
(n=8, p<0.001), being significantly greater than controls (by
29.4 and 42.7%, respectively; n=8, p<0.05) (Fig. 5).
There was a general trend of decreased 4A synthesis in
response to the above agents (of 30.7, 49.2, 47.6, 62.4, and
68.2% compared to control values, respectively), while there
was a tendency for the yields of diols to increase (by 9, 127.4,
69.7, 120.7, and 221.4% compared to control values, respec-
tively). These results were predominantly significant at a level
of p<0.05, except for CoQ alone and in combinationwith nico-
tine.
3.3. Periosteal fibroblasts versus osteoblasts
Considering responses to individual agents, there were higher
percentages of increases and decreases in cultured human
osteoblasts than in cultured human periosteal fibroblasts.
However periosteal fibroblasts showed a higher threshold of
activity than osteoblastic cells, with greater amounts of DHT
produced (Figs. 6 and 7).
3.4. Effect of phytoestrogens and nicotine, alone and in
combination on androgen metabolism using
14C-testosterone as substrate
3.4.1. Periosteal fibroblasts
Phytoestrogens, at concentrations of 10 and 40g/ml, caused
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Fig. 7 – Yields of DHT produced by cultured human
osteoblasts after incubation with CoQ, Pycnogenol®,
nicotine, and their combinations compared to the yields of
DHT produced by cultured human fibroblasts after
incubation with the same testing agents.
80.3 and 66.3%, respectively, compared to the control value
(n=8, p<0.001 in both cases). Nicotine showed consistent
inhibitory effects on DHT synthesis by 33.7% (n=8, p<0.005).
The combination of nicotine with phytoestrogens at 10 and
40g/ml further stimulated the yield of DHT by 88.6% (n=8,
p<0.001) and 99.9% (n=8, p<0.005) compared with incu-
bations with nicotine alone. In addition these associations
showed an increase over control values by 25% (n=8, p<0.05)
and 32.6% (n=8, p=0.08) (Fig. 8).
The yields of 4A were significantly increased in response
to all testing agents alone (phytoestrogens at 10 and 40g/ml
and nicotine) by 54.4% (n=8, p<0.05), 59.1% (n=8, p<0.005),
and 57.2% (n=8, p<0.05), respectively, compared to control
values. The combination of phytoestrogens (10 and 40g/ml)
with nicotine decreased 4A yields by 16.5 and 7%, respectively,
comparing them to incubations with nicotine alone. However,
the results were not statistically significant.
Only slight changes in yields of diols were observed. None
of them were statistically significant. There was a general
trend of increased synthesis of diols in response to phytoe-
strogens (10 and 40g/ml) and of decreased yields of diols in
response to nicotine alone or in combinationwith phytoestro-
gens.
3.4.2. Osteoblasts
Incubations of cultured human osteoblasts with phytoestro-
gens (10 and 40g/ml) resulted in a consistent stimulatory
Fig. 8 – Metabolic conversion of 14C-testosterone to DHT by
human cultured periosteal fibroblasts in response to two
different concentrations of phytoestrogens (10 and
40g/ml) and nicotine, alone and in combination.
Comparison of treatment vs. control group: **p<0.005;
***p<0.001.
Fig. 9 – Metabolism of 14C-testosterone to DHT by cultured
osteoblasts after incubation with two different
concentrations of phytoestrogens (10 and 40g/ml) and
nicotine (250g/ml) alone and in combination. Comparison
of treatment vs. control group: **p<0.005;
***p<0.001.
Fig. 10 – Yields of DHT produced by human cultured
osteoblasts after incubation with phytoestrogens (10 and
40g/ml), nicotine (250g/ml) alone and in combination
compared to the yields of DHT produced by human
cultured fibroblasts after incubation with the same testing
agents.
effect on DHT synthesis of 88.7 and 171.7%, respectively,
compared to control incubations (n=8, p<0.001). Nicotine
(250g/ml) inhibited the formation of DHT by 47.4% (n=8,
p<0.005) over control values. The combination of nicotine
with phytoestrogens at 10 and 40g/ml caused 2.5- and 2-
fold increases in the formation of DHT by cultured human
osteoblasts compared to incubationswithnicotine alone (n=8,
p<0.001) (Fig. 9).
There was a general tendency of increased yields of 4A and
diols after incubation with all testing agents alone (phytoe-
strogens 10 and 40g/ml, and nicotine 250g/ml) compared
to control values. These datawere only significant for 4A (n=8,
p<0.05). The combination of nicotine with phytoestrogens (10
or 40g/ml) resulted in statistically non-significant increases
in 4A and diols yields compared with incubations with nico-
tine alone.
3.4.3. Periosteal fibroblasts versus osteoblasts
There was not a clear difference between both types of cells
regarding the total amounts of DHT produced. However, as
shown earlier, there were higher percentages of increases and
decreases in human cultured osteoblasts than in cultured
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Fig. 11 – Differences in DHT production by human cultured
osteoblasts and human cultured periosteal fibroblasts
compared to control values.
4. Discussion
The in vitro antioxidant/oxidant effects of different testing
agents have been studied here, looking for an in vivo appli-
cation to patients with periodontal disease. An in vitro study
with two different cell types, human osteoblasts and human
periosteal fibroblasts, was performed in order to analyse the
effects of one oxidative agent (nicotine) and three antioxidants
(CoQ, Pycnogenol®, and phytoestrogens) with a defined activ-
ity in the treatment of several systemic diseases [4,63–68]. The
incubations with nicotine resulted in a dramatic reduction in
the levels of DHT, a physiologically active androgen implicated
in stimulatingmatrix-forming cells [48] andwith documented
evidence of anabolic activity [52,53]. By contrast, when incuba-
tions with antioxidants were done, the levels of DHT not only
recovered to their control values, but they also overcame the
effects of the oxidants. This suggests that the catabolic effects
of nicotine could be reversed by the addition of antioxidants
such as CoQ, Pycnogenol® or phytoestrogens.
We expected that stimulation in DHT synthesis would
result in a depletion of 4A and an increase in yields of diols,
due to the reaction catalysed by 17-hydroxysteroid dehydro-
genase (17-HSD) towards formation of testosterone and DHT.
However, these results were only obtained after incubation of
human osteoblasts with CoQ, Pycnogenol® and nicotine. In
all other sets of experiments there was no clear tendency in
yields of 4A and diols. This could be explained by the concen-
trations employed being sufficiently high to show a stimula-
tory response in DHT synthesis but not strong enough to see
changes in levels of 4A or diols.
As a general trend we observed that fibroblasts were able
to produce higher levels of DHT than osteoblasts, even in non-
stimulated cases (control). However, osteoblasts were more
influenced by the addition of antioxidants/oxidants, as shown
by their capacity to induce greater changes in yields of DHT
(increases or decreases). In the case of phytoestrogens, this
heterogeneity could be attributed to their estrogenic prop-
erties. In bone cell cultures, estrogen receptors (ER) have a
different pattern of expression depending on the osteoblast
developmental stage [69]. During early phases, the levels of
ER- and ER- are both elevated, with a decrease in ER- in
postmineralizing cultures [69]. Osteoblasts from the cell line
MG63 are mature cells, where expression of ER- has been
established [70]. Phytoestrogens preferentially bind to the ER-
 isoform [23,25]; therefore, they would be able to exert their
effects through binding to this estrogen receptor. The fact that
the ER- expression is increased in this type of cellwould allow
a greater action of phytoestrogens in terms of reducing oxida-
tive stress.
Pycnogenol® is formed by a mixture of different com-
pounds. Among them, flavonoids are the main components
[15–17]. Flavonoids belong to the group of phytoestrogens
[24–27], and therefore, they could also bind to ER-, and induce
greater changes in testosterone metabolism.
4.1. Nicotine as an oxidative agent
Previous reports have revealed that smokers have poorer
periodontal status compared to that of non-smokers [32–34].
Theseobservations canbe confirmedwith the results obtained
here, where the incubation of cultured human periosteal
fibroblasts and osteoblasts with nicotine at a concentration of
250g/ml resulted in a significant decrease inDHTyields com-
pared to control values (from 23.8 to 47.4% depending on the
type of cell and experiment). Our results are in agreementwith
those of Soory and Suchak [44]. They observed an inhibitory
effect of 5-reductase activity on cultured gingival and oral
periosteal fibroblasts after incubations with nicotine (30, 50,
and 100g/ml).
A dichotomous effect of nicotine in tissues has been pro-
posed [43–46], with a stimulatory effect on 5-reductase activ-
ity when incubations with low concentrations of nicotine are
performed [44] in bone cell cultures [45,46] and in gingival
fibroblasts [43]; and an inhibitory effect when higher concen-
trations were employed [43,44].
The mechanism by which nicotine exert its detrimental
effects is not completely understood. Some in vitro studies
have tested the effects of nicotine not only in oral tissues
[36,39,71] but also in all body tissues [42,45,72]. Although sev-
eral hypotheses have been proposed, the role of nicotine as an
oxidative agent is probably the most documented one [36].
Alterations in cellular glutathione (GSH) levels have been
proposed as one mechanism responsible for the deleterious
effects attributed to nicotine. GSH is a small tripeptide respon-
sible for the regulation of the intracellular levels of ROS, and
therefore, acts as an antioxidant. Total GSH involves GSH and
GSSG. During oxidative stress, GSH peroxidase reduces GSH to
its oxidizing form GSSG [40,41]. Nicotine-induced GSH deple-
tion has been demonstrated in cultured human periodontal
ligament fibroblasts (HPLF) [39–41] and in rat kidney tissues
[42]. These results could serve to explain another potential
mechanism by which nicotine could exert its effects in peri-
odontal tissues. It would make cells more vulnerable to other
reactive agents present in dental plaque, via depletion of GSH
levels [39].
Tanko andChristiansen [73], have suggested another possi-
ble mechanism of action for nicotine. They proposed that part
of the detrimental effect of smoking in bone metabolism is
mediated by an adverse influence on sex-steroid metabolism,
and in particular by an estrogen-lowering effect.
It is worth taking into account that epithelial cells are the
first to come in contact with nicotine. They act as a bar-
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as fibroblasts or osteoblasts. However, in inflamed gingiva
affected by periodontal disease, the intercellular spaces may
be wider, thus permitting the penetration of nicotine through
the epithelial barrier, and allowing a direct contactwith fibrob-
lasts [43].
4.2. CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens as
antioxidant agents
4.2.1. Coenzyme Q10
The incubation of both types of cells with CoQ resulted
in a significant increase in DHT yields (34.3 and 53.9% by
periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively). The asso-
ciation of CoQwith nicotine increased DHT production by 84.4
and 128.2% in periosteal fibroblasts and osteoblasts, respec-
tively, over incubations with nicotine alone. The ability of CoQ
to increase the metabolism of androgens (14C-testosterone)
in cultured human osteoblasts and periosteal fibroblasts in
response to the oxidative agent nicotine serves to confirm the
possible role of CoQ as an antioxidant in the treatment of tis-
sues affected by inflammatory diseases (periodontal diseases).
That would imply a benefit in the healing process with a spe-
cific impact among smokers. We have demonstrated that CoQ
was capable of inducing a recovery of the levels of DHT up to
control values, and also with further increases.
CoQ has been proved to be a potent antioxidant in vitro [74]
and in vivo studies [75]. It has been proposed as a potential
treatment for mitochondrial diseases [74,76] and for vascular
diseases [77] in type 2 diabetes patients [78]. Hanioka et al. [10]
designed a clinical trial to assess the effects of topical applica-
tionofCoQ inperiodontal pockets. They reported thatCoQwas
able to improve adult periodontitis as a unique method or in
combination with non-surgical therapy. However, the formu-
lation of CoQ dispersed in soybean oil could be non-specific.
It is well documented that soybean oil is mainly composed of
phytoestrogens, potent antioxidants, and as a consequence,
these results could reflect an effect erroneously attributed to
CoQ, instead of to phytoestrogens or even to the combination
of both agents.
4.2.2. Pycnogenol®
Incubations of cells with Pycnogenol® resulted in increases in
DHT levels evenhigher than those obtainedwithCoQ (65.8 and
97.3% by periosteal fibroblasts and osteoblasts, respectively).
When combined with nicotine and glucose, Pycnogenol® was
also capable of neutralizing the effects of both oxidants and
obtaining a recovery in DHT yields over control values.
The antioxidant properties of Pycnogenol® have been
reviewed by Packer et al. [17] and several authors have demon-
strated its ability to scavenge ROS and NOS (nitrite species)
[17,19,20,79–81]. It has been shown to enhance other antioxi-
dant systems such as -tocopherol (10g/ml) [79,82] and even
minimal concentrations (2.5g/ml) have been shown to pro-
tect pigmented epithelium of the retina from lipid peroxida-
tion induced in vitro by ferric iron [83].
Pycnogenol® has been proposed as a treatment for skin
diseases characterized by cutaneous inflammation. It has
been applied to prevent ultraviolet (UV)-induced inflamma-
tion in human skin; in a group of 21 volunteers taking
1.1mg/(kgday) during 4weeks, it increased the dose of ultravi-
olet (UV)-radiation necessary to induce erythema [84]. Experi-
mental studies have tested the properties of topically applied
Pycnogenol® in rats or mice [20,85]. These authors demon-
strated its anti-inflammatory activity in either wound healing
[20] or in UV-irradiated tissues [85].
Pycnogenol® is also capable of dose-dependently down
regulating IFN--induced ICAM-1 expression in human ker-
atinocytes at concentrations varying from 5 to 50g/ml [86].
ICAM-1 is responsible for the adhesion of T cell to human ker-
atinocytes, and its levels are increased in gingival crevicular
fluid from periodontal patients compared to healthy subjects
[87]; therefore, Pycnogenol® could be applied to damaged peri-
odontal tissues in order to diminish their levels of ICAM-1, and
help in the process of healing.
Another potential link with periodontal disease is that
Pycnogenol® exerts a strong inhibitory effect on the activity
of metalloproteinase-1 (MMP-1), MMP-2, and MMP-9 [22]. The
production of some cytokines, such as interleukin-1 (IL-1)
and IL-2 are also inhibited by Pycnogenol® (20 or 50g/ml) in
human T lymphocyte and in a murine cell line of monocyte-
macrophages [80]. This may in part explain the effect of
Pycnogenol® in protecting periodontal tissues during exces-
sive immune-inflammatory reactions.
Based on this hypothesis, Kimbrough et al. [16] showed
a reduction in the mean bleeding scores of 50% in a group
of healthy patients after 14 days of chewing six pieces of
Pycnogenol® (5mg) daily. By contrast, Battino et al. [1] could
not demonstrate any protective effect of a Pycnogenol®-
enriched toothpaste extract in human keratinocytes cell cul-
tures 48h prior to challenging them with hydroxide peroxide
(150M). This could be a reflection of the source material or
concentrations used.
4.2.3. Phytoestrogens
The highest values in DHT yields were obtained when incu-
bations with phytoestrogens (10 and 40g/ml) were made,
with increases of 66.3 and 171.7% in periosteal fibroblasts and
osteoblasts, respectively. When phytoestrogens were asso-
ciated with nicotine, the production of DHT was enhanced
by 99.9 and 255.2% by periosteal fibroblasts and osteoblasts,
respectively.
Some of the beneficial effects of phytoestrogens have been
attributed to their role as antioxidant agents [31]. Genistein
and daidzein (500, 200, 100, and 1000M) have been proved
to mop up free radicals (hydroxyl and superoxide anion)
in a murine cell line of monocyte-macrophages (RAW 264.7
cells), although to a lesser extent than their own metabolites
[31]. When lower concentrations of daidzein and genistein
were tested, results failed to demonstrate a scavenging activ-
ity towards ROS [88]. Therefore, it has been proposed that
their antioxidant properties at this physiological concentra-
tion might be attributed to their capacity of enhancing other
antioxidant enzymes. Guo et al. [88] have demonstrated a
biphasic effect of some phytoestrogens. Daidzein at a con-
centration of 0.005–5M and genistein (0.005M) increased
cellular levels ofGSH,while higher concentrations (50M) lead
to a considerable depletion in intracellular GSH in a human
umbilical cord vein endothelial cell line. As it was previously
explained, nicotine reduces the levels of GSH [39–42], so that,









l   
co
py
1070 stero ids 7 1 ( 2 0 0 6 ) 1062–1072
capable of counteracting this action, preventing the damaging
effects of nicotine in periodontal tissues. In our study, we have
shown that phytoestrogens were capable of reversing the neg-
ative effects exertedbynicotine in culturedhumanosteoblasts
and periosteal fibroblasts by enhancing 5-reductase activ-
ity, increasing the amounts of DHT yields produced by both
types of cells over control values. This corroborates previous
results where phytoestrogens have been demonstrated to act
as antioxidants in cells affected by oxidative stress [31].
Phytoestrogens also have the ability to bind to estrogen
receptors (ERs) thanks to their structural similarity with the
molecule of estrogen [23,25,89]. This confers on them the pos-
sibility of having estrogenic properties, without experiencing
the side-effects that characterize estrogen (increase in breast
cancer) [89].
This is the first study showing that these agents play an
important role in the metabolism of androgens as markers of
oxidative stress [54–56] in two types of human cells, periosteal
fibroblasts and osteoblasts. Therefore, we can conclude that:
1. Nicotine significantly inhibits 5-reductase activity, result-
ing in a decrease in DHT yields in cultured human
periosteal fibroblasts and osteoblasts.
2. CoQ, Pycnogenol® and phytoestrogens are capable of
increasing the levels of DHT in cultured human periosteal
fibroblasts and osteoblasts, confirming their role as antiox-
idants.
3. The combination of nicotine with CoQ, Pycnogenol® or
phytoestrogens resulted in a neutralization of the effects
of nicotine on testosterone metabolism in cultured human
periosteal fibroblasts and MG63 osteoblasts.
4. Cultured human osteoblasts show greater changes
in testosterone metabolism than cultured human
periosteal fibroblasts when incubated with nicotine,
CoQ, Pycnogenol®, and phytoestrogens.
5. CoQ, Pycnogenol®, and phytoestrogens could be employed
as adjunctive measures for the treatment of periodontal
patients, especially among smokers and diabetic patients.
6. Future research is needed in this field, in order to enhance
existing knowledge.
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La gingivitis gravídica es una inflamación proliferativa, vascular e inespecífica con un  amplio
infiltrado inflamatorio celular. Clínicamente se caracteriza por una encía intensamente enro-
jecida que sangra fácilmente, por un engrosamiento del margen gingival y por hiperplasia de
las papilas interdentales que pueden dar lugar a la aparición de pseudobolsas. La prevalencia
varía entre el 35 y el 100% de las embarazadas con gingivitis previa.
Aunque parece que durante el embarazo la susceptibilidad de los tejidos gingivales a la infla-
mación está relacionada con los cambios hormonales propios del mismo, el mecanismo exacto
por el cual estas hormonas incrementan la inflamación gingival es desconocido. El cambio hor-
monal más significativo es el incremento en la producción de estrógeno y progesterona.
La respuesta de los tejidos a las hormonas sexuales femeninas va a depender del tipo de
hormona circulante, de la proporción de estrógeno/progesterona, así como de la concentra-
ción tisular de la hormona. Sus efectos a nivel del tejido gingival son variados y tienden a ser
clasificados en cuatro grandes grupos: cambios vasculares, cambios celulares, cambios mi-
crobiológicos y cambios inmunológicos.
PALABRAS CLAVE
Gingivitis. Embarazo. Granuloma gravídico. Estrógenos. Progesterona. Patogénesis. Diagnóstico.
Aceptado para publicación:  Noviembre 2005.
Figuero-Ruiz E, Prieto Prieto I, Bascones-Martínez A. Cambios
hormonales asociados al embarazo.  Afectación gingivo-periodontal.
Av Periodon Implantol. 2006; 18, 2: 101-113.
INTRODUCCIÓN
El embarazo es una condición en la que se encuentra
la mujer durante un periodo de unos nueve meses,
desde la fecundación del cigoto hasta el parto. Se ca-
racteriza por una serie de cambios sistémicos en dife-
rentes niveles del organismo tales como alteraciones
endocrinas, con un incremento en la producción de
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brovascular exagerada con relación a un estímulo ordi-
nario localizada fundamentalmente en la encía (11). Se
describe como una masa localizada roja o roja-amorata-
da, nodular o ulcerada que sangra fácilmente y que apa-
rece frecuentemente en mujeres (0,5-5%) en torno al
segundo trimestre del embarazo y crece a lo largo del
mismo alcanzando un tamaño que no suele superar los 2
cm. Su etiología es desconocida, pero se han implicado
factores traumáticos, higiénicos y hormonales. (12-14).
A. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS
HORMONAS SEXUALES FEMENINAS
Se denominan hormonas sexuales a las producidas por
el ovario (o el testículo) y cuyas acciones se manifies-
tan en el desarrollo de los caracteres sexuales secun-
darios y en el proceso de la reproducción (15). Perte-
necen a una subclase de lípidos denominados
genéricamente esteroides, que se caracterizan por
tener una estructura básica común, el ciclopentano-
perhidrofenantreno, que está formado por tres anillos
bencénicos (A, B, C), constituidos cada uno por seis
átomos de carbono y un anillo ciclopentano (D), for-
mado por cinco átomos de carbono.
Existen tres grandes grupos de esteroides sexuales,
que se diferencian entre sí por poseer cada uno un
número específico de átomos de carbono:
• Con 18 átomos de carbono: el estrano, del cual de-
rivan los estrógenos (Figura 1).
• Con 19 átomos de carbono: el androstano, del que
derivan los andrógenos (Figura 2).
• Con 21 átomos de carbono: el pregnano. Derivan
de él los gestágenos (Figura 3).
estrógenos y progesterona; cambios a nivel cardiovas-
cular con un aumento en el volumen plasmático y en
el gasto cardíaco; cambios pulmonares, caracterizados
por un aumento en el volumen de aire circulante e in-
cluso la aparición de disnea; cambios a nivel gastroin-
testinal, con una alteración de los hábitos alimentarios
(incremento en el consumo de azúcares) y aparición
de náuseas y vómitos; y cambios hematológicos, con
una disminución del hematocrito, de la tasa de hemo-
globina y del número de eritrocitos (1).
A nivel bucal se ha descrito la aparición de ciertas al-
teraciones gíngivo-periodontales, existiendo determi-
nadas patologías propias, tales como la gingivitis del
embarazo o el granuloma gravídico (2-4). La gingivitis
del embarazo o gingivitis gravídica, es una inflama-
ción proliferativa, vascular e inespecífica con un am-
plio infiltrado inflamatorio celular. Clínicamente se
caracteriza por una encía intensamente enrojecida que
sangra fácilmente por un engrosamiento del margen
gingival y por hiperplasia de las papilas interdentales
que pueden dar lugar a la aparición de pseudobolsas
(5-8). Löe y Silness (9) en 1963 describen que los pri-
meros síntomas aparecen en el segundo mes de em-
barazo y continúan hasta el octavo mes, momento a par-
tir del cual se observa cierta mejoría para estabilizarse
finalmente tras el parto. Los estudios clínicos muestran
una prevalencia que varía entre el 35 y el 100% de las
embarazadas con gingivitis previa. Sin embargo, su in-
cidencia es de tan sólo 0,03% en aquellas mujeres li-
bres de placa al inicio del embarazo y con buenos há-
bitos de higiene oral durante el mismo (9,10).
El granuloma gravídico, también llamado tumor del











Figura 1: Estructura química del estrano.
Tomada de Usandizaga (27)
Figura 2: Estructura química del andros-
tano. Tomada de Usandizaga (27).
Figura 3: Estructura química del pregna-
no. Tomada de Usandizaga (27).
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ESTRÓGENOS
La denominación dada a estas hormonas procede de
su capacidad para provocar el estro o período de celo
en las hembras de los mamíferos. Además de los 18 áto-
mos de carbono, poseen un anillo aromático (tres do-
bles enlaces) en el anillo A y un grupo hidróxilo en C-3.
Los estrógenos más importantes fisiológicamente pro-
ducidos en el ovario son el estradiol y la estrona. Exis-
te un tercer estrógeno natural, el estriol, de muy baja
potencia como estrógeno, pero de elevada producción
en caso de embarazo.
El estradiol es el estrógeno que segrega el ovario en
mayor cantidad y el de mayor potencia biológica (Fi-
gura 4). La producción diaria de estradiol varía según
la fase del ciclo ovárico, con cifras de 30 a 50 mg/día
(70-100 pg/ml) en la fase folicular precoz, 300 a 500
mg/día (220-400 pg/ml) en la fase preovulatoria y 200
a 350 mg/día (150-250 pg/ml) en la fase lútea. Tan ínfi-
mas cantidades dan idea de su extremada potencia
biológica, sobre todo al considerar que sólo una pe-
queña cantidad circula libre en sangre.
La estrona es el principal estrógeno posmenopáusico.
Es menos potente que el estradiol y no presenta cam-
bios cíclicos.
Los estrógenos son los responsables de la aparición y
mantenimiento de los caracteres sexuales primarios
durante la etapa puberal. Además, a corto plazo, son
responsables directos de todas las transformaciones
cíclicas que tienen lugar durante la fase folicular, en
especial el grosor del endometrio y el moco cervical.
También desarrollan su acción sobre el hipotálamo, la
hipófisis, el tiroides y la glándula suprarrenal. Son im-
portantes en el mantenimiento del sistema simpático
y parasimpático, intervienen en el equilibrio hidrosa-
lino (retención de sodio y agua), en el metabolismo
del calcio y del fósforo (limitando la reabsorción ósea),
en el metabolismo hidrocarbonado y lipídico, actúan
sobre la circulación y coagulación sanguínea y man-
tienen el trofismo de la piel femenina (8, 15,16).
GESTÁGENOS O PROGESTÁGENOS
Los principales gestágenos producidos en el ovario son
la pregnenolona y la progesterona. La pregnenolona
es un precursor de todos los esteroides sintetizados
en el ovario. La progesterona es producida en gran-
des cantidades por el cuerpo lúteo y la placenta (25
mg/día; 8-30 ng/ml) (Figura 5). Posee una actividad
biológica pequeña, lo que, unido a que tiene una vida
media muy corta, justifica la presencia de tan grandes
cantidades de esta hormona para ejercer su efecto. Su
misión fundamental es la protección del embarazo en
sus fases iniciales. Tiene también una acción termo-
génica importante, al producir una elevación de la tem-
peratura en medio grado en la fase lútea del ciclo; una
acción metabólica (retención de agua y sodio) y actúa
sobre el crecimiento y el trofismo de la mama en cola-
boración con los estrógenos (15,16).
B. CICLO GENITAL FEMENINO
Se entiende por ciclo genital femenino a la serie de
fenómenos anatomofisiológicos que, desde la puber-








Figura 4: Estructura química del estradiol. Tomada de Usandiza-
ga (27).
Figura 5: Fórmula química de la progesterona. Tomada de Usandi-
zaga (27)
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larmente en el organismo de la mujer, muy especial-
mente en su aparato genital. Este proceso se repite de
forma regular durante toda la etapa de madurez sexual,
estando regido por estructuras superiores en el hipo-
tálamo y la hipófisis.
El fenómeno fundamental del ciclo es la ovulación, que
tiene lugar en el ovario. Tiene una función doble: libe-
rar células germinales capaces de ser fecundadas y
secretar hormonas que van a tener una amplia reper-
cusión en todo el organismo.
La formación de los estrógenos en los ovarios comien-
za entre la octava y la décima semana de gestación
del feto, y las oogonias se transforman en oocitos pri-
marios entre las semanas diez y once. Un número fini-
to de estas células germinales se concentra en el ova-
rio con un máximo de siete millones de oocitos entre
el quinto y el sexto mes de gestación. Posteriormente,
a través del proceso de atresia, las células germinales
decrecen en número hasta alcanzar el millón de folí-
culos primordiales conteniendo un único óvulo cada
uno en el momento del nacimiento. La mayoría de es-
tos folículos no alcanzan su desarrollo, llegando a la
pubertad unos 400.000. Será en este momento cuando
la maduración final de estas células comience (8).
El ciclo ovárico puede ser dividido en dos fases: ma-
duración folicular y fase de cuerpo lúteo (8,15-17) (Fi-
gura 6).
1. FASE DE MADURACIÓN FOLICULAR
El primer signo del inicio del desarrollo folicular es la
transformación de las células planas que rodean al
oocito en células cúbicas, que proliferarán para dar
lugar a un estrato denominado membrana granulosa.
Por fuera de esta membrana las células del estroma
ovárico inician una diferenciación, aumentan su volu-
men y su vascularización para formar la teca interna.
Esta estructura se denomina folículo primario o pre-
antral.
Entre las células de la granulosa comienzan a apare-
cer pequeñas vacuolas, que, al confluir, pasan a for-
mar una cavidad llena de líquido transparente deno-
minada antro folicular o cavidad antral, pasando a ser
folículos secundarios o antrales.
La mayoría de estos folículos van a sufrir un proceso
degenerativo e involutivo (atresia), de tal manera que
sólo uno de los folículos continua su crecimiento para
convertirse en el folículo dominante. Éste agranda aún
más su cavidad antral y va aproximándose a la super-
ficie del ovario. Al final de su desarrollo alcanza un
diámetro de 16 a 22 mm pasando a denominarse folí-
culo maduro, terciario, de De Graaf o folículo preovu-
latorio.
Todo este proceso dura aproximadamente dos sema-
nas. A partir de este momento se inician una serie de
cambios que conducen a la ovulación. Se produce un
despegamiento y salida del oocito de su zona de an-
claje al folículo mediante la rotura folicular en su zona
más prominente (estigma). Esto permite al oocito con-
tinuar su meiosis dando lugar a la formación de dos
células: el oocito II y el primer corpúsculo polar.
Tras la ovulación se produce el colapso de la cavidad
folicular, que se arruga y repliega y aparecen abun-
dantes focos de hemorragia desde los vasos de la teca
que dan lugar a la formación de un coágulo hemático
central y a un tapón de fibrina que cierra el estroma
de la ovulación.
Figura 6: Fases del ciclo ovárico. Tomado de Netter (29).
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2. FASE DE CUERPO LÚTEO
Tiene una duración más constante (14±2 días) y se di-
vide en cuatro fases:
a) Proliferación: Las células de la granulosa y la teca
sufren un proceso de diferenciación específica y se
transforman en células luteínicas.
b) Vascularización: Se produce una gran proliferación
de vasos invadiendo los espacios entre las células
luteínicas.
c) Florescencia: Es la fase de máxima actividad endo-
crina del cuerpo lúteo, que aparece como una glán-
dula de 17 a 20 mm de diámetro, de color amari-
llento. El culmen de su actividad se alcanza al octavo
día de esta fase.
d) Regresión o involución: Si no se ha producido el
embarazo, el cuerpo lúteo inicia su involución ha-
cia el décimo día de la ovulación. Se produce una
intensa infiltración por leucocitos y macrófagos, lo
que implica una brusca liberación de radicales de
oxígeno que, junto a otras citoquinas y factores in-
hibidores del crecimiento lleva a una rápida invo-
lución de la glándula. Posteriormente, todo lo que
era cuerpo lúteo queda sustituido por tejido conec-
tivo que permanece en el ovario como una cicatriz
fibrosa llamada el corpus albicans.
REGULACIÓN NEUROHORMONAL DEL CICLO
FEMENINO (Figura 7)
El hipotálamo es el órgano central ordenador del rit-
mo cíclico y cumple las funciones de “reloj biológi-
co”. Por medio de la liberación del factor liberador de
gonadotropina (GnRH) provoca la liberación de gona-
dotropinas que actúan sobre el ovario.
Las hormonas gonadotropas son dos: la FSH u hormo-
na estimulante de los folículos y la LH u hormona lutei-
nizante. La FSH ejerce su acción sobre las células de la
granulosa en el ovario, al mismo tiempo que estimula
el crecimiento de las células germinales. La LH actúa
sobre las células intersticiales y estromales promovien-
do la síntesis de esteroides. Al mismo tiempo tiene una
actividad fundamental en el desencadenamiento de la
ovulación.
Normalmente, el primer día de hemorragia menstrual
se designa como día uno del ciclo. En este momento la
producción de estrógenos es baja, y la producción de
FSH es máxima. Como resultado de la acción de la FSH
varios folículos inician su crecimiento, aumentando los
niveles de estrógenos al cabo de 4 o 5 días. Durante
la primera mitad del ciclo, la secreción de FSH dismi-
nuye, al tiempo que aumenta la producción de estró-
genos. Esta fase estrogénica da lugar también a un
aumento en la producción de LH, y, al parecer, desen-
cadena los mecanismos endocrinos que originan la
ovulación del folículo maduro en el día 14.
Después de la ovulación los niveles de estrógenos dis-
minuyen ligeramente durante varios días. No es raro
que en estos momentos aparezca una ligera hemorra-
gia de uno o dos días de duración.
En la segunda fase del ciclo aumenta con rapidez la
producción de progesterona, cuyo efecto puede de-
tectarse fácilmente a través de los cambios que sufre
el endometrio en las 48 horas siguientes a la ovulación.
En este punto, la secreción de LH disminuye. Al llegar
el día 20, el nivel de estrógenos es parecido al existen-
te antes de la ovulación y la progesterona se encuentra
en su fase de máxima producción. A menos que se pro-
duzca la fecundación del ovocito y que este se implan-
te en el endometrio, se produce una disminución en la
secreción de estrógenos y progesterona, lo que pro-
duce una serie de alteraciones en el endometrio, que
darán lugar a su necrosis y desprendimiento (17).
Figura 7: El ciclo ovárico en el panel superior. En el panel inferior
se representan los niveles de hormonas gonadotropas y ováricas
durante el ciclo. Tomada de Usandizaga (27).
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C. REGULACIÓN NEUROHORMONAL DEL
EMBARAZO
El embarazo comienza cuando óvulo y espermatozoi-
de se unen en la trompa. El huevo formado se traslada
al útero para continuar su desarrollo hasta que el feto
adquiera su capacidad para vivir en el exterior. En el
caso de que se haya producido un embarazo el cuerpo
lúteo no involucionará. Al decimocuarto día aumenta su
tamaño y su función permanece hasta bien entrado el
tercer mes de gestación. En estas circunstancias se de-
nomina cuerpo lúteo verdadero o de embarazo (15).
El cuerpo lúteo del ovario secreta estrógenos y pro-
gesterona hasta el cuarto mes del embarazo en canti-
dades sólo ligeramente superiores a las que se produ-
cen después de la ovulación y en la segunda mitad
del ciclo menstrual. Sin embargo, a partir del sexagé-
simo día de gestación, la placenta empieza a secretar
estas hormonas en cantidades progresivamente ele-
vadas, alcanzando un máximo al final del embarazo
(17). Sin embargo, la placenta nunca llega a ser un ór-
gano endocrino autónomo, ya que los esteroides pro-
ducidos por ella proceden de precursores de esteroi-
des que ingresan a través de la sangre materna o fetal.
En la biosíntesis de los estrógenos intervienen la ma-
dre, el feto y la placenta. La madre y el feto actúan como
fuentes de precursores, que en la placenta son con-
vertidos en estrógenos. Los niveles de estrógenos
maternos a lo largo del embarazo alcanzarán unas con-
centraciones treinta veces superiores a las que se en-
cuentran en la fase lútea.
Poco después del parto la producción de estrógenos
y progesterona se detiene, alcanzando valores com-
parables a los presentes en la mujer no embarazada
(17) (Figura 8).
La progesterona se forma a través del colesterol ma-
terno. El 90% de la progesterona producida en la pla-
centa pasa a la circulación materna y el 10% restante a
la circulación fetal. Los niveles de progesterona a lo
largo del embarazo aumentan progresivamente, alcan-
zando unas concentraciones diez veces superiores que
las que se encuentran durante la fase lútea del ciclo
genital. La concentración en la 27 semana de gesta-
ción es de 25 mg/ml (15) (Figura 9).
D. PAPEL DE LAS HORMONAS SEXUALES
EN LA PATOGÉNESIS DE LA GINGIVITIS
GRAVÍDICA
Aunque parece que, durante el embarazo, la suscepti-
bilidad de los tejidos gingivales a la inflamación está
relacionada con los cambios hormonales propios del
mismo, el mecanismo exacto por el cual estas hormo-
nas incrementan la inflamación gingival es desconoci-
do. El cambio hormonal más significativo es el incremen-
to en la producción de estrógeno y progesterona (5).
Estas hormonas ejercen su función mediante la unión
a receptores intracelulares específicos que pertene-
cen a la superfamilia de factores de transcripción de
ligandos activos que regulan el crecimiento celular, la
Figura 9: Variación de los niveles de estrógenos y progestágenos a
lo largo del embarazo. Tomado de Netter (29).
Figura 8: Variación de los niveles de estrógenos a lo largo del em-
barazo. E1: estrona; E2: estradiol; E3: estriol. Tomado de Usandiza-
ga (27).
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diferenciación y el desarrollo (18). Los estudios de El-
Attar (19,20) y Vittek (21) muestran que en el tejido
gingival existen receptores para estrógenos y proges-
terona localizados en las capas basal y espinosa del
epitelio gingival, en los fibroblastos del tejido conec-
tivo y en las células endoteliales y pericitos de capila-
res de la lamina propia (6); Sin embargo, Parkar (18)
realiza en 1996 un análisis mediante la técnica de re-
acción en cadena de la polimerasa (PCR) y no encuen-
tra receptores para estrógenos y andrógenos expre-
sados en tejidos periodontales ni gingivales, de tal
modo que concluye que cualquier efecto atribuido a
estas hormonas es indirecto. Esto podría explicar los
datos que obtiene O´Neil (22) en su estudio en el cual
no encuentra una correlación entre los niveles de hor-
monas circulantes y el aumento en la inflamación gin-
gival registrado durante el embarazo. De este modo,
se atribuye el efecto a los metabolitos de la progeste-
rona y el estrógeno degradados en la encía.
En cualquier caso la respuesta de los tejidos a las hor-
monas sexuales femeninas va a depender del tipo de
hormona circulante, de la proporción de estrógeno/pro-
gesterona así como de la concentración tisular de la
hormona (5). Sus efectos a nivel del tejido gingival son
variados, y tienden a ser clasificados en cuatro grandes
grupos: cambios vasculares, cambios celulares, cambios
microbiológicos y cambios inmunológicos (6, 8, 10).
CAMBIOS VASCULARES
Los efectos de los esteroides a nivel vascular pueden
servir para explicar la clínica de edema, eritema, san-
grado e incremento de fluido crevicular gingival ob-
servada durante el embarazo. Se ha demostrado una
correlación entre el aumento en el volumen del fluido
crevicular gingival y unos niveles elevados de este-
roides, lo que indica que las hormonas podrían alterar
la permeabilidad del surco gingival (23).
Aunque a nivel general los estrógenos son las princi-
pales hormonas responsables de las alteraciones de
los vasos sanguíneos en los tejidos diana de las muje-
res, en el caso de la encía, parece que es la progeste-
rona la principal responsable de los cambios vascula-
res. La progesterona induce la dilatación de los
capilares gingivales; es responsable de la clínica de
eritema y edema, del aumento del exudado capilar y
la permeabilidad capilar. Todo ello debido a una ac-
ción directa sobre las células endoteliales, a variacio-
nes en la síntesis de prostaglandinas y a la supresión
de la respuesta celular asociada al embarazo (6, 8, 24).
CAMBIOS CELULARES
Un análisis de los cambios celulares asociados refleja
una disminución en la queratinización del epitelio gin-
gival, un aumento del glucógeno epitelial, una prolife-
ración de los fibroblastos y un bloqueo en la degrada-
ción del colágeno así como una disminución en la
polimerización de la capa basal. Todo ello conduce a
una disminución en la barrera epitelial y por tanto a
una mayor respuesta frente a los irritantes de la placa
(6, 15, 24, 25).
CAMBIOS MICROBIOLÓGICOS
Por otro lado, tanto progesterona como estrógeno au-
mentan el metabolismo celular de los folatos lo que
contribuye a determinados cambios microbiológicos
(10, 24-26). Se ha demostrado un aumento en la pro-
porción de bacterias anaerobias/aerobias durante el
embarazo así como un aumento en la proporción de
Prevotella intermedia (Pi) sobre otras especies. Esta
bacteria se caracteriza por requerir vitamina K para
su crecimiento, sin embargo, es capaz de crecer en un
medio suplementado con progesterona y estradiol que
actúan como factores de crecimiento (26). El aumento
más significativo de Pi se registra en el segundo tri-
mestre del embarazo al tiempo que se observa clínica-
mente un aumento de la gingivitis (6). Sin embargo en
un estudio desarrollado por Jonsson y cols (27) en mu-
jeres embarazadas con enfermedad periodontal en-
cuentran que esta patología es clínicamente semejante
a la que se presenta en las mujeres no embarazadas,
no evidenciando que el aumento en la concentración
de hormonas en la saliva se asocie a una progresión
de la enfermedad, ni a un aumento de Pi en localiza-
ciones con periodontitis.
CAMBIOS INMUNOLÓGICOS
En cuanto a los cambios inmunológicos se ha obser-
vado una reducción en la respuesta inmune celular
durante el embarazo probablemente para evitar un
rechazo del cuerpo de la madre hacia el feto (28). Tan-
to el número como el porcentaje de linfocito T-helper
(Th) disminuyen durante el embarazo y sólo se nor-
malizan el tercer mes tras el parto. Dicho linfocitos son
importantes moduladores de la respuesta inmune ya
que son una fuente importante de citoquinas. Produ-
cen dos tipos funcionalmente diferentes: las citoqui-
nas Th-1, encargadas de la respuesta proinflamatoria
(repuesta celular), y las citoquinas Th-2 con propieda-
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des antiinflamatorias (respuesta humoral). Durante el
embarazo la repuesta inmune está desviada hacia la
secreción de citoquinas Th-2. Las células B y los mono-
citos sólo aumentan ligeramente, alcanzando el máxi-
mo en el momento de parto. Hay una disminución de
la quimiotaxis de los neutrófilos y la fagocitosis (5, 6,
29, 30). Miyagi y cols (31) encuentran que la progeste-
rona induce la quimiotaxis de los polimorfonucleares,
mientras que el estradiol la reduce.
Se ha sugerido que la progesterona puede funcionar
como un inmunosupresor en los tejidos periodontales
de la mujer embarazada, evitando la aparición de una
respuesta inflamatoria aguda frente al estímulo de la
placa bacteriana. Esto daría lugar a la aparición de una
reacción tisular crónica, con una apariencia clínica de
inflamación exagerada (32).
Por ello, las reacciones inmunes locales en la encía,
exacerbadas por las hormonas sexuales femeninas,
pueden alterar la patogénesis de la lesión inflamato-
ria y con ello permitir respuestas gingivales exagera-
das durante el embarazo. Esta idea está soportada por
el hecho de que se han identificado receptores para
esteroides sexuales en componentes del sistema in-
mune. El-Attar (19, 20) descubrió que la adición de
hormonas sexuales a un tejido gingival causaba un sig-
nificativo incremento en la síntesis de Prostaglandina
E2 (PG-E2). Teniendo en cuenta que la PG-E2 es un po-
tente mediador de la inflamación, este podría ser un
mecanismo para explicar el papel de las hormonas
sexuales en el incremento de la inflamación (33).
EVIDENCIA CIENTÍFICA
El incremento en la severidad de las alteraciones gin-
givales durante el embarazo parece estar relacionado
con los cambios hormonales que ocurren durante ese
periodo. El mecanismo patogénico que explica este
efecto aun no es conocido con exactitud, pero las ob-
servaciones realizadas por diferentes autores a lo lar-
go de la historia apuntan hacia los cambios produci-
dos por las hormonas sexuales femeninas a nivel
vascular, celular, microbiológico e inmunológico como
principales responsables del mismo (5, 6, 8, 24).
Los primeros casos de respuestas gingivales exagera-
das durante el embarazo fueron descritos en el siglo
XIX por Eiselt en 1840 y Pinard en 1877.
Los trabajos de Löe y Silness (9) (1963) muestran que
los primeros signos clínicos aparecen en el segundo
mes de embarazo y continúan hasta el octavo mes,
observando cierta mejoría en el último mes. Sus resul-
tados reflejan mayor severidad de manifestaciones clí-
nicas en el tercer y octavo mes, volviendo a la norma-
lidad al segundo mes postparto. Encuentran que los
mayores incrementos en los índices gingivales se pro-
ducen en torno a los incisivos. De acuerdo con ellos,
se encuentran las observaciones realizadas por Raber-
Durlacher (34) (1994) quien obtiene mayores valores
de inflamación y sondaje en la zona anterior.
Cohen y cols (35, 36) (1969, 1971) y Samant y cols (37)
(1976), encuentran por contra, que los mayores cam-
bios en el índice gingival se producen tanto en el pri-
mero (35-37) como en el segundo trimestre del emba-
razo (35, 36), hallando mayores valores de inflamación
en la mandíbula que el maxilar (35-37).
Rateitschak (38) (1967) encuentra valores de movili-
dad dental más pronunciados durante el embarazo
que tras el parto, por lo que afirma que existe una
influencia de las hormonas sexuales femeninas en la
membrana periodontal. Sin embargo, Hugoson (23)
(1970) y Lundgren y Lindhe (39) (1971), demuestran
que el agravamiento de la gingivitis durante el em-
barazo no supone daños permanentes en las porcio-
nes más profundas del periodonto, por lo que sugieren
que el incremento en la movilidad dental observado
por Rateitschak no se debe a una pérdida de soporte
óseo sino a cambios cualitativos en el ligamento pe-
riodontal.
Uno de los primeros estudios que sugiere una correla-
ción entre el nivel de hormonas y la severidad de la
gingivitis es el de Ziskin y col (40) (1933). Desde en-
tonces múltiples estudios han comprobado esta evi-
dencia y han establecido una etiología multifactorial
en relación con el sistema endocrino para poder ex-
plicar estos cambios.
Ziskin y col. (1933) (40), Nutlay y col. (41) (1954) y
Shkalr y col. (42) (1956) afirman que existen múltiples
efectos histológicos visibles en el epitelio y conectivo
gingival tras administrar hormonas sexuales en anima-
les ovariectomizados. Por el contrario, Litwack y col.
(43) (1970), Rubright y col. (44) (1971) y Hugoson y
Lindhe (45, 46) (1971) no observan dichos efectos.
Turesky y col. (47) (1958) postulan que las hormonas
sexuales actúan directamente sobre la encía, mientras
que Löe y Silness (9) (1963) sugieren que la función de
las hormonas sexuales es modificar la respuesta infla-
matoria de la encía a los irritantes locales.
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Lindhe y col (48) (1967) en un estudio experimental
en hámster analizan los efectos de las hormonas so-
bre el sistema vascular comprobando que estas indu-
cen un impedimento vascular, por lo que concluyen
que la gingivitis del embarazo puede ser considerada
como una reacción tisular en la que las hormonas
sexuales actúan sobre el tejido y el sistema vascular
disminuyendo el nivel umbral a partir del cual distin-
tos agentes son capaces de inducir daño tisular gingi-
val. Este mismo autor (49, 50), en 1968, estudia la in-
fluencia de las hormonas sexuales en la exudación
gingival en perros hembra con y sin gingivitis. En am-
bos casos se produce un incremento del volumen de
fluido crevicular gingival que se recupera una vez que
cesa la administración de hormonas, lo que explican
por un aumento de la permeabilidad de los vasos den-
togingivales.
El-Attar y cols (19, 20) (1973, 1974) en un estudio de
experimentación animal proponen que la hiperactivi-
dad de los sistemas enzimáticos esteroideos específi-
cos y la acumulación de sus metabolitos en la encía
puede ser un factor influyente en la etiología de la gin-
givitis gravídica.
Recientemente se ha aceptado una nueva clasificación
de las enfermedades periodontales dentro de las que
se incluyen las enfermedades gingivales asociadas al
embarazo (gingivitis gravídica y granuloma piogéni-
co) como una patología inducida por placa y modifi-
cada por factores sistémicos (International Workshop
Classification for Periodontal Diseases, 1999) (51). Se
establece que las hormonas sexuales no son necesa-
rias ni suficientes para producir cambios gingivales
por si mismas, sin embargo son capaces de alterar la
respuesta de los tejidos gingivales a la placa dental y
de esta forma contribuir indirectamente al desarrollo
de la enfermedad periodontal.
APLICACIÓN PRÁCTICA: UTILIDAD DE LA
SALIVA COMO MEDIO DIAGNÓSTICO
La saliva constituye una muestra biológica de fácil ob-
tención (no invasiva), de bajo coste e indolora, cuya
composición puede reflejar en gran medida ciertos
acontecimientos de manifestación sistémica. La Aca-
demia de Ciencias de Nueva York, el Instituto Nacional
de Investigación Dental de Estados Unidos y numero-
sos grupos de investigación sobre saliva han apoyado
y recomiendan maximizar el potencial de este fluido
para su uso en investigación, con el fin de facilitar el
diagnóstico y monitorizar el estado de salud general
y bucodental de la población general (52, 53).
En los años ochenta se demostró que la saliva con-
tenía hormonas (54-56). Los estudios han permitido
establecer que el nivel de una hormona en saliva se
correlaciona con el nivel libre de esa hormona en
sangre (57). Las hormonas esteroides en saliva son
excepcionalmente estables y pueden ser medidas
exactamente. En muchos estudios las concentracio-
nes de estradiol y progesterona fueron medidas
mediante radioinmunoanálisis en saliva, utilizando
estos datos como indicador importante de la fecun-
didad.
La determinación de las concentraciones salivales de
progesterona se ha utilizado extensamente puesto que
proporciona un medio de determinación de la función
ovárica durante el ciclo y el embarazo temprano. Los
estudios encuentran correlaciones significativamente
altas entre la progesterona total y libre en plasma y la
progesterona salival (54, 58, 59).
Los niveles de estradiol en saliva se pueden utilizar para
determinar la dinámica folicular, sin embargo existen
limitaciones metodológicas a la hora de analizarlos, lo
que hace que su uso esté menos extendido (55, 60).
El papel de las hormonas en el desarrollo de altera-
ciones gingivales durante el embarazo ha sido estu-
diado por diferentes autores, encontrando resultados
contradictorios entre algunos de ellos. O´Neil (22) rea-
liza un estudio con 26 mujeres embarazadas (semana
14-30 de gestación) y no encuentra una relación di-
recta entre las concentraciones de progesterona y es-
tradiol medidas en plasma y los valores de índice gin-
gival, por lo que propone un efecto indirecto de los
metabolitos sobre el tejido gingival.
Estos resultados están de acuerdo con los presenta-
dos por Muramatsu y cols (61), que, estudian a un gru-
po de 19 mujeres embarazadas, 12 mujeres no emba-
razadas y 8 mujeres en el quinto mes tras el parto.
Analizan 1 ml de saliva de parótida estimulada y anali-
zan las concentraciones de estradiol y progesterona
mediante radioinmunoanálisis. Obtienen unos valores
de progesterona de 0,13 ng/ml en el primer trimestre
y 0,24 ng/ml en el segundo. Sin embargo no consiguen
establecer una correlación entre ellas y el grado de
inflamación gingival.
Jonsson y cols (27) (1988) en un estudio con embara-
zadas con enfermedad periodontal previa no encuen-
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tran correlación entre los parámetros clínicos y los ni-
veles de esteroides en saliva.
Por otro lado Vittek y cols (21) sí que encuentran una
relación entre la concentración de esteroides en sali-
va y un incremento en la incidencia de enfermedad
periodontal. Sin embargo los sujetos de su estudio
poseen periodontitis avanzada. Zaki y cols (62) reali-
zan un estudio con 30 embarazadas (10 en cada tri-
mestre del embarazo) y 10 mujeres no embarazadas
en la fase lútea (17-21 días del ciclo) en el que valoran
las concentraciones de progesterona y 17b-estradiol en
muestras de saliva no estimulada mediante radioinmu-
noanálisis. Obtienen valores de progesterona de 220-
280 pg/ml para el primer trimestre y 460-1590 pg/ml
para el segundo trimestre. Al mismo tiempo encuen-
tran un incremento en la severidad de la inflamación
gingival según avanza el embarazo, por lo que conclu-
yen que el aumento de la concentración de hormonas
en saliva es un factor etiológico importante de la alte-
ración gingival asociada al embarazo.
CONCLUSIONES
1. Durante el embarazo se produce una alteración en
los niveles de hormonas sexuales femeninas que
conlleva la aparición de manifestaciones sistémi-
cas propias del mismo.
2. Los cambios hormonales asociados al embarazo
parecen ser los responsables del desarrollo de la
gingivitis gravídica, aunque el mecanismo patogé-
nico responsable aun es desconocido.
3. A lo largo de la historia diferentes autores han trata-
do de encontrar una correlación entre los cambios
en los niveles de hormonas sexuales femeninas y
el desarrollo de alteraciones gíngivo-periodonta-
les; sin embargo los resultados obtenidos son con-
tradictorios.
4. El empleo de la saliva como medio diagnóstico ha
facilitado el estudio de los niveles hormonales de
las pacientes embarazadas.
5. Son necesarios más estudios que determinen el
papel exacto de las hormonas sexuales femeninas
en los tejidos gíngivo-periodontales.
ABSTRACT
Pregnancy gingivitis is a proliferative, vascular and
non-specific inflammation accompanied by a wide
cellular inflammatory infiltrate. Clinically it is
characterized by an increased gingival redness and
bleeding on probing index, gingival margin aug-
mentation and hyperplasia of the interdental papillae.
It is extremely common and affects 30-100%  of all
pregnant women.
Even though it seems that during pregnancy sus-
ceptibility of gingival tissues to inflammation is related
to altered hormonal levels, the exat mechanism by
which they exert their effects remain unknown. The
most significant hormonal change is the increase in the
production of estrogens and progesterone.
Tissue‘s response to female sex hormones depends on
the circulating hormone type, the estrogens/pro-
gesterone ratio and on the tissular concentration of the
hormone. Their effects on the gingival tissues are
diverse and tend to be classified into four main groups:
vascular, cellular, microbiological and immunological
changes.
KEY WORDS
Gingivitis. Pregnancy. Pyogenic granuloma. Estrogens.
Progesterone. Pathogenesis. Diagnosis. Pegnancy gin-
givitis.
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Aim: To test whether exacerbated gingival inflammation in pregnancy is 
associated with increased salivary hormone levels and changes in gingival 
crevicular fluid (GCF) interleukin-1β (IL-1β) and prostaglandin-E2 (PGE2) levels. 
Materials and methods: In this cohort study, forty-eight pregnant women 
without periodontitis were evaluated in the first, second and third trimesters 
and at three months postpartum. Twenty-eight non-periodontitis non-pregnant 
women were evaluated twice, with a six-month interval. Plaque and gingival 
indices (PlI, GI), salivary progesterone and estradiol and GCF IL-1β and PGE2 
levels were determined.  
ANOVA for repeated measures or Friedman’s test were used for intragroup 
analyses. Inter-group comparisons were analysed with t-test or Mann Whitney 
U-test. 
 Correlations were evaluated with Pearson´s and Spearman´s test. 
Results: Pregnant women showed an increase in GI (p<0.05) despite 
maintaining low PlI values. No changes in IL-1β and PGE2 levels were observed 
during pregnancy. No significant correlation was found between the GI increase 
and salivary hormone levels. GI (p<0.05) and IL-1β levels (p<0.001) were lower 
in non-pregnant than in pregnant women. 
Conclusions: This study confirms the presence of an exacerbated gingival 
inflammation during pregnancy, but this phenomenon could not be associated 
with an increase in progesterone or estradiol or with changes in PGE2 or IL-1β. 
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Scientific rationale for the study: It has been hypothesized that the increase in 
gingival inflammation during pregnancy might be favoured by an alteration in 
the maternal immune system, but no prospective observational study has 
addressed this issue. 
Principal findings: There was an increase in the gingival reactivity to plaque 
during pregnancy, which was more marked in anterior teeth. IL-1β levels were 
higher in pregnant women but did not change during pregnancy. PGE2 levels 
were similar between pregnant and non-pregnant women. 
Practical implications: Further studies are warranted to clarify the relevance of 
IL-1β in pregnancy gingivitis. 
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Gingival changes during pregnancy (I): Influence of hormonal variations on 
clinical and immunological parameters.  
 
Cross-sectional and longitudinal clinical studies have reported an 
increase during pregnancy in the prevalence and severity of gingival 
inflammation (Cohen et al. 1969, Gursoy et al. 2008, Hugoson 1970, Jonsson et al. 
1988, Kinnby et al. 1996, Kornman & Loesche 1980, Loe & Silness 1963, Machuca 
et al. 1999, Miyazaki et al. 1991, O'Neil 1979b, Samant et al. 1976, Tilakaratne et 
al. 2000, Yalcin et al. 2002b), which disappears postpartum with no permanent 
effects on periodontal attachment (Cohen et al. 1971, Gursoy et al. 2008, 
Hugoson 1970, Loe & Silness 1963, Lundgren & Lindhe 1971, O'Neil 1979b, 
Tilakaratne et al. 2000). An experimental gingivitis study also revealed more 
swelling, redness and bleeding during pregnancy than after delivery (Raber-
Durlacher et al. 1994).  
According to the currently accepted classification of periodontal diseases, 
pregnancy gingivitis is a gingival disease induced by plaque and modified by 
systemic factors (Armitage 1999). Maier & Orban (1949) studied 53 biopsies 
from pregnant women with gingivitis and concluded that none of their findings 
were exclusively characteristic of gingivitis in pregnancy.  
The prevalence of pregnancy gingivitis ranges from 36% (Maier & Orban 
1949) to 100% (Loe & Silness 1963), although Chaikin (1977) found that it was 
developed by only 0.03% of women with excellent plaque control. Furthermore, 
the correlation between changes in hormone levels during pregnancy and the 
increase in gingival inflammation remains controversial (Jonsson et al. 1988, 
O'Neil 1979b, Samant et al. 1976). 
The precise mechanism responsible for these gingival changes is 
unknown but various hypotheses have been proposed (Mascarenhas et al. 2003, 
Mealey & Moritz 2003, Sooriyamoorthy & Gower 1989), including depression of 
the immune system (Lopatin et al. 1980, O'Neil 1979a, Raber-Durlacher et al. 
1993, Raber-Durlacher et al. 1991), increased vascularity and vascular flow 
(ElAttar & Hugoson 1974, Hugoson 1970, Lindhe & Attsfrom 1967, Lindhe & 
Branemark 1967, Lindhe et al. 1967), cellular changes  (Mariotti 1994) and 
changes in oral biofilms (Jonsson et al. 1988, Kornman & Loesche 1980, Raber-
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Durlacher et al. 1994). Hence, pregnancy gingivitis may be an exacerbated 
inflammatory response that results from a host-parasite imbalance (Kornman & 
Loesche 1980, Lopatin et al. 1980, Raber-Durlacher et al. 1993). However, it 
cannot be ruled out that the gingiva undergoes physiological changes during 
pregnancy, including an increased redness, oedema and greater bleeding 
tendency that clinically resemble inflammation (Raber-Durlacher et al. 1991). 
Regarding these two options, it has been postulated that changes in the 
maternal immune system during pregnancy may contribute to a greater 
susceptibility to develop gingival inflammation (Lopatin et al. 1980, O'Neil 
1979a, Raber-Durlacher et al. 1991). Four main research lines can be 
distinguished in relation to this issue. In the first, peripheral blood lymphocytes 
or monocytes from pregnant women were stimulated in vitro with different 
antigens or mitogens (Lopatin et al. 1980, O'Neil 1979a, Polan et al. 1990, Raber-
Durlacher et al. 1991). Some authors reported a reduced responsiveness of 
maternal T-lymphocytes to antigenic stimulation (Lopatin et al. 1980, O'Neil 
1979a, Polan et al. 1990) but others found no such evidence (Raber-Durlacher et 
al. 1991). In the second group of reports, peripheral blood lymphocytes from 
men and non-pregnant women were stimulated with lipopolysaccharide (LPS) 
and incubated with different concentrations of progesterone and estradiol 
(Miyagi et al. 1993, Morishita et al. 1999). Both hormones enhanced the 
production of prostaglandin E2 (PGE2) (Miyagi et al. 1993) and suppressed the 
production of interleukin-1β (IL-1β) (Morishita et al. 1999). In a third research 
line, Raber-Durlacher et al. (1993) induced a 14-day experimental gingivitis 
during pregnancy and postpartum and studied the local immune response in the 
gingiva, finding a decreasing number of B-cells and macrophages in consecutive 
gingival biopsies. Finally, human biopsies of healthy and inflamed gingiva have 
been incubated with estradiol and progesterone, finding that both hormones 
enhanced PGE2 synthesis (ElAttar 1974). 
Only a few human studies have examined the association between 
increased gingival inflammation during pregnancy and changes in the local 
immune system. Kinnby et al. (1996) observed a higher gingival inflammatory 
reaction in women during pregnancy and proposed that changes in hormone 
levels might have a suppressive effect on local plasminogen activator inhibitor-2 
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(PAI-2). Yalcin et al. (2002a) found lower GCF PGE2 levels during the second and 
third trimester in pregnant women treated with scaling and root planing. They 
concluded that PGE2 levels could be used as a marker of gingival inflammation 
during pregnancy, although they acknowledged the lack of a control group of 
untreated pregnant women.  Recently, Akalin et al. (2009) reported a decrease in 
GCF total antioxidant activity and superoxide dismutase enzyme concentrations 
from the first to the third trimester of pregnancy. However, although the 
available data indicate that IL-1β and PGE2 might play a role in gingival 
inflammation during pregnancy, none of these studies have evaluated their 
normal behaviour in pregnant women without periodontitis.  
With this background, the present longitudinal investigation was 
designed to simultaneously evaluate the role of different aetiological pathways 
by means of clinical, hormonal, immunological and microbiological studies. The 
aim of this first part of the research was to test the hypothesis that the 
exacerbated gingival inflammation in pregnancy is associated with increased sex 
hormone levels and changes in GCF IL-1β and PGE2 levels. The specific 
objectives were: (1) to prospectively evaluate hormonal, clinical and 
immunological changes in a group of pregnant women and a control group of 
non-pregnant women; (2) to assess whether higher gingival inflammatory 
reaction in pregnant women is associated with a change in GCF IL-1β or PGE2 
change; and (3) to correlate clinical status with immunological and hormonal 
variables.  In a second part (part II. Carrillo et al. Accepted for publication in 
Journal of Clinical Periodontology) microbiological results from these women 
will be presented.  
  
Material and methods 
 
Experimental design 
This was an open cohort prospective study with parallel design and a 9-
month follow-up.  Ethical approval was obtained from the Research and Ethics 
Committee of San Carlos University Hospital (Madrid). All subjects were 
informed of the scope of the study and their consent was obtained.  
Population screening 
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Based on information from previous reports on pregnancy gingivitis 
(Cohen 1969, Tilakaratne et al. 2000), a difference of 0.15 on gingival index 
(Silness & Löe 1963) was considered as a reference. Power calculation was done 
with Sample Power 2.0 programme. This analysis indicated that with 45 
pregnant subjects the study would have 80% power to detect a 0.15 difference in 
gingival index during pregnancy with alpha set at 0.05.  
Therefore, taking into account potential drops-out, sample size was 
established as 60 pregnant women. Potential subjects were consecutively 
recruited from the Obstetrics Department of José Marvá Hospital (pregnant 
group) and from the Reception Department of the School of Dentistry of Madrid 
Complutense University (non-pregnant group). All subjects underwent a 
periodontal examination, including full-mouth evaluation of probing pocket 
depth, clinical attachment level and bleeding on probing (6 sites per tooth). After 
the periodontal diagnosis was established, all subjects who fulfilled 
inclusion/exclusion criteria (see below) were invited to participate in the study 
until the desired sample sizes were reached. 
Inclusion / exclusion criteria 
Inclusion criteria were: (i) age 20-35 years and (ii) presence of ≥ 20 
natural teeth in mouth excluding third molars. Exclusion criteria were: (i) 
diagnosis of chronic/aggressive periodontitis (Armitage 1999); (ii) presence of 
acute dental or periodontal disease; (iii) smoking habit; (iv) presence of systemic 
disease and/or medication affecting the periodontium; and (v) receipt of 
systemic antibiotic treatment or dental prophylaxis in previous 6 months.  
In addition, to the above inclusion/exclusion criteria, pregnant women 
were included if they were in the 12th-14th week of pregnancy in the first visit 
and non-pregnant women were excluded if they were taking contraceptive drugs 
or if they were pregnant or planning to be so.  
 
Study design 
Data were gathered on the pregnant women at four visits: at the end of 
the first trimester (12-14 weeks of pregnancy), second trimester (23-25 weeks 
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of pregnancy) and third trimester (33-36 weeks of pregnancy) and at three 
months post-delivery. Non-pregnant women received two visits six months 
apart.  The hormone status of the menstrual cycle was controlled by scheduling 
their visits during the luteal phase (days 17-21) of the cycle. At each visit, saliva 
and GCF samples were collected (in this order) and a clinical examination was 
then performed (Figure 1). 
Patients also received oral hygiene instructions, a toothbrush (Vitis 
access®, Dentaid, Sant Cugat del Vallés, Spain) and a dentifrice (Colgate Total®, 
Colgate, Piscataway, NJ, USA). At the end of the study, all subjects received a 
dental prophylaxis. 
Questionnaire 
All women answered a structured questionnaire at the first visit. It was 
used to obtain information about their socioeconomic status (age, study level 
and profession), as well as information on their oral and periodontal status 
(frequency of tooth brushing, last visit to the dentist and self-evaluation of their 
oral status). 
Clinical examination 
One examiner (EF) recorded full-mouth plaque (PlI) and gingival (GI) 
indices at four marginal aspects of all teeth (mesial, distal, buccal and lingual) 
with a CPC-12 periodontal probe (Hu-Friedy, Leimen, Germany) according to 
Silness & Loe (1964) and Loe & Silness (1963), respectively.  
Saliva sampling 
Study participants were asked to rinse their mouths with water, wait for 5 
min and then allow saliva to drip from their lower lip into a sterile glass tube for 
2 min. Due to technical requirements, all unstimulated whole saliva samples 
were frozen at -20ºC until further evaluation (Meulenberg & Hofman 1989, 
Morishita et al. 1988). 
GCF sampling 
A GCF sample was collected by one examiner (EF) from the mesiobuccal 
sulcus of each upper canine (1.3 and 2.3), using Harco Periopaper (Harco, Irvine, 
CA, USA) (two samples per patient and per visit). Study sites were selected based 
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on previous reports of a greater increase in GI on anterior teeth in pregnancy 
gingivitis (Silness & Löe 1964). Briefly, the site was first isolated with cotton 
rolls and supragingival plaque was removed without touching the marginal 
gingiva. A gentle stream of air was directed parallel to the root surface for 5-10 s 
to dry the area. A periopaper strip was then inserted into the crevice until a 
slight resistance was felt and was left in place for 30 s (Yucel et al. 2008, Silva et 
al. 2008). Samples containing blood were discarded (Engebretson et al. 2002), 
and a new GCF sample was taken from the mesiobuccal sulcus of the adjacent 
upper premolar (1.4 or 2.4). If this new sample was contaminated, it was 
discarded and the data were recorded as missing. Each strip was measured for 
fluid volume with a calibrated Periotron 8000® (Harco, Irvine, CA, USA) 
(Chapple et al. 1999) and placed in a sterile Eppendorf tube. GFC samples were 
stored at -80ºC until further evaluation.  
Progesterone and estradiol assays 
After thawing saliva samples at room temperature and centrifuging at 
4000 xg for 5 min, supernatants were retrieved for measurement of 
progesterone and estradiol by means of a competitive immunoenzymatic 
colorimetric method (DIA.METRA S.r.l, Foligno, Italy). Concentrations were 
expressed in pg/ml. 
IL-1β and PGE2 assays 
GCF samples were thawed at room temperature. GCF was extracted from 
the paper strips by eluting them with aliquots of buffer (50mM phosphate buffer, 
pH 7.2, containing protease inhibitor, 0.1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 
50µg/ml each of leupeptin, pepstatin and antipain) (Uematsu et al. 1996); 200µl 
of this buffer was applied to each strip and kept for 20 min at 4ºC. Then, the 
tubes were centrifuged at 19,000xg for 5 min. The supernatants were collected 
and used to determine IL-1β and PGE2 levels. In order to obtain enough levels 
from each inflammatory mediator, one periopaper strip was used for each of 
them. Therefore, the GCF sample from the upper right canine (1.3) was used to 
measure IL-1β and that from the upper left canine (2.3) to measure PGE2, using 
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) (PGE2: DRG Diagnostic, DRG 
Instruments GmbH, Marburg; Germany; IL-1β: BLK Diagnostics International, 
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Badalona, Barcelona; Spain). Analyses were performed according to the 
manufacturer´s protocol. Results were calculated using the standard curves 
created for each assay. Concentrations were corrected for GCF volume and 
defined as ng/ml. The total amount of IL-1β and PGE2 was expressed in 
picograms (pg). 
Data management and statistical analysis 
Data were gathered for each woman on mean PlI and GI (full-mouth, 
anterior teeth, posterior teeth), percentage of locations with PlI of 1, 2 or 3 
(plaque score) and percentage of locations with GI of 1, 2 or 3 (gingivitis score). 
The ratio of GI to PlI was calculated to obtain a numerical value representing the 
gingival reactivity t  plaque (Kinnby, 1996). High-reacting” (HR) and “low-
reacting” (LR) subgroups were formed according to whether G/P values in the 
second trimester were above or below the median, respectively (Kinnby et al. 
1996). IL-1β and PGE2 levels were expressed as amounts (pg) and 
concentrations (ng/ml), and hormonal levels as concentrations (pg/ml).  
A subject-level analysis was performed for each study parameter. 
Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit tests were computed for each variable to 
assess whether the variables were normally distributed. Data were expressed by 
mean and standard deviations (SD) for all variables.  
To test the effect of “time” on response variables during pregnancy 
ANOVA for repeated measures or Friedman’s test for parametric and non-
parametric variables, respectively, were used. Post hoc comparisons were 
performed to explore intergroup differences. Correlations between pairs of 
variables were determined by means of Pearson´s (parametric variables) and 
Spearman´s (non-parametric variables) tests.  
Analyses of the minimum detectable difference given the obtained sample 
size and the observed variability was calculated in those cases were non-
significant difference were detected throughout pregnancy and post-partum 
with Sample Power 2.0 programme. 
Comparisons between HR and LR groups were performed by using Mann-
Whitney U-test for non-parametric variables. 
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Student’s t-test and Mann-Whitney U-test, for parametric or non-
parametric variables, respectively, were used to determine differences between 
pregnant and non-pregnant women. 
 Statistical significance was established at the 95% confidence level. SPSS 




Out of the 60 pregnant women invited to participate in the study, 48 gave 
their informed consent. Three of these women had a miscarriage before the 
second visit, one had a preterm birth, one was placed in isolation for suspicion of 
tuberculosis and a sixth withdrew after the second visit for personal reasons (no 
available time). Data from these six women were excluded from the study. The 
remaining 42 women complied with the first, second and third visits. After 
delivery, 26 of these women complied with the fourth visit (Figure 1). The other 
women withdrew from the study for personal reasons (no time, loss of interest). 
There were no differences in any study variables between the women who 
remained in the study during the entire period (n=26) and those who left it 
(n=16) (repeated -measures ANOVA) (data not shown).  
Out of the 30 non-pregnant women invited to participate in the study, 28 
gave their informed consent. Four of these women started taking oral 
contraceptives after the first visit and four withdrew for personal reasons (no 
time, no interest). Data from these eight women were excluded from the study 
(Figure 1). There were no differences in any study variable between the women 
who remained in the study during the entire period and those who left it 
(ANOVA repeated measures) (data not shown). 
  
Evolution during pregnancy and postpartum 
1. Steroid hormone levels in whole saliva 
Table 1 shows progesterone and estradiol values in saliva over the whole 
study period. The concentration of both hormones significantly increased during 
pregnancy, reaching a peak in the third trimester (p<0.001), and was markedly 
decreased at three months postpartum (p<0.001). 
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2. Clinical parameters  
Plaque index  
The full-mouth and posterior-tooth PlIs both showed a slight decrease 
during pregnancy and a non-significant (p>0.05) increase at three months 
postpartum (Table 2). Plaque (PlI score 1, 2 or 3) was recorded in 52.97%, 
49.31% and 52.67% of sites in the first, second and third trimesters of 
pregnancy, respectively, compared with 57.82% at 3 months postpartum 
(p<0.05). 
Gingival index 
Table 3 shows the mean GI of the pregnant group at each examination. 
Full-mouth GI increased from 1.01 in the first trimester to 1.13 in the second 
(p<0.05), maintained high levels in the third trimester and then decreased to 
0.98 at three months postpartum (p<0.05). The minimum detectable difference 
at the post-partum visit resulted in 0.22. 
GI in anterior teeth also showed this pattern, whereas no significant 
change in GI was observed in posterior teeth over the study period. The 
percentage of sites with inflammation (GI of 1, 2 or 3) was higher (p<0.05) in the 
second trimester (57.53%) than after delivery (49.92%). 
Gingival reactivity to plaque (G/P) 
A significant increase in G/P in the second trimester of pregnancy was 
found (p<0.01), meanwhile, three months post-partum, G/P values significantly 
decreased (p<0.001) (table 4).  
“High-reacting” and “low-reacting” subgroups were formed according to 
whether G/P values in the second trimester were above or below the median, 
respectively (Kinnby et al. 1996).  G/P values in the first, second and third 
trimesters of pregnancy were 1.85, 2.46 and 2.17, respectively, for the high-
reacting group and 1.55, 1.39 and 1.52, respectively, for the low-reacting group 
(p<0.05 between groups for 1st trimester and p<0.01 for 2nd and 3rd). At three 
months postpartum, differences in G/P values between high (1.72) and low-
reacting (1.27) groups disappeared (p=0.484).  
3. Inflammatory mediators levels in GCF 
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Due to technical problems, PGE2 levels were only determined in 23 
women during pregnancy, in 14 at three months postpartum and in 10 non-
pregnant women. 
There were no significant changes in IL-1β or in PGE2 levels (amount or 
concentration) during pregnancy (Tables 5 and 6). However, analyses revealed 
that given the obtained results, minima detectable differences for the amount of 
IL-1β were 10.55 pg for the increment between the first to the second term, and 
9.02 pg for the second to the third term. In the case of PGE2, those values were 
4.21 pg and 12.49 pg, respectively.  
Three months post-partum, IL-1β levels and the concentration of PGE2 
significantly decreased (p<0.05). Low- and high-reacting groups did not 
significantly differ in IL-1β or PGE2 levels (data not shown).  
Correlations during pregnancy 
GI and PlI changes between the first and second trimester were positively 
correlated (p<0.01; r=0.43), i.e., the higher the rise in PlI, the higher was the 
increase in GI. 
No correlation was found between the increase in gingival inflammation 
(GI, inflammation scores) and the increase in salivary hormone levels during 
pregnancy (p>0.05).  
Because no changes were observed in immunological parameters during 
pregnancy, they could not be correlated with the increase in gingival 
inflammation. 
 
Comparison between pregnant and non-pregnant women 
Questionnaire results are compiled in Table 7. The mean age was 30.15 
yrs (range 20-35) in the pregnant group and 24.38 yrs (range 22-26) in the non-
pregnant group (p<0.001). Data on last dental visit and toothbrushing frequency 
were similar between the groups. However, the educational level was lower in 
the pregnant than in the non-pregnant group (p<0.001), and most of them were 
employees(60.69%), whereas most of the non-pregnant women were in liberal 
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professions (61.52%). Significant differences were also detected in self-
perception of oral health status (p<0.001). 
In the non-pregnant group, there were no statistically significant changes 
in any study variable over the six-month study period (p>0.05) (Tables 1-6). 
Hormonal levels 
Higher salivary progesterone and estradiol concentrations were found in 
pregnant versus non-pregnant women at baseline and six-month visits 
(p<0.001). At three months postpartum, the differences between groups 
disappeared (p>0.05) (Table 1). 
Clinical parameters 
Pregnant women tended to have higher full-mouth PlI versus non-
pregnant women, and the difference reached significance at the third-trimester 
visit (p<0.05). Groups did not differ in anterior PlI or in percentage of locations 
with plaque at either visit (baseline/1st trimester or six-month/3rd trimester) 
(p>0.05) (Table 2).  
GI values (full-mouth, anterior and posterior teeth) were higher in 
pregnant versus non-pregnant women (p<0.05 for 1st and p<0.001 for 3rd 
trimester) (Table 3). Gingival reactivity to plaque was also higher in pregnant 
versus non-pregnant women (p=0.032 for 1st and p<0.001 for 3rd trimester) 
(Table 4). 
At three months postpartum, the groups significantly differed in PlI 
(p=0.008) and GI (p=0.001) but not in gingival reactivity to plaque  (p>0.05). 
Inflammatory mediators in GCF 
IL-1β levels (amount and concentration) were significantly lower in non-
pregnant versus pregnant women (p<0.001) (Table 5). 
PGE2 levels (amount and concentration) were similar between the groups, 
with no significant differences for 1st or 3rd trimester (p>0.05) (Table 6). 
 
Discussion 
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This open cohort longitudinal study was designed to confirm reports of 
exacerbated gingival inflammation in pregnant women and to determine 
whether this reaction is associated with changes in GCF IL-1β and PGE2 levels 
and/or increased salivary sex hormone levels. Results obtained showed that 
gingival inflammation significantly increased during pregnancy, despite plaque 
scores remaining low or even decreasing. However, GCF IL-1β and PGE2 
concentrations did not change during pregnancy and the greater gingival 
inflammation was not significantly correlated with higher salivary hormone 
levels. 
The population selected for this study consisted of a group of pregnant 
women with no presence or history of periodontitis that was compared with a 
control group of non-pregnant women. Although the initial clinical examination 
in the selection process included evaluation of probing pocket depths and loss of 
attachment, these parameters were not followed up because they are known to 
be unaffected by pregnancy (Cohen et al. 1971, Gursoy et al. 2008, Hugoson 
1970, Loe & Silness 1963, Lundgren & Lindhe 1971, O'Neil 1979b, Tilakaratne et 
al. 2000). 
The longitudinal design of our investigation, from the first trimester 
through three months postpartum, has been used by other studies on the effect 
of pregnancy over the periodontium (Cohen et al. 1969, Cohen et al. 1971, 
Tilakaratne et al. 2000, Gursoy et al. 2008). The ability to follow the same 
individuals throughout the study period improves control over possible 
confounding factors. A further study strength is that clinical, hormonal and 
immunological variables were all studied, to our knowledge for the first time 
together in an observational prospective study of pregnant women without 
periodontitis. 
One of the main study weaknesses was the high incidence of dropouts. 
This contributed to a reduced sample size (mostly marked at the post-partum 
visit), which probably influenced the lack of significant differences obtained in 
some analyses.  Therefore, the minimum detectable difference given the sample 
size and the observed variability was added for each analysis where no 
significant differences were detected.  
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A further limitation was the lack of homogeneity between the groups, 
with pregnant women being older and having received less schooling. Although 
these data are similar to those previously published by Machuca et al. (1999) and 
Yalcin et al. (2002b); they should be taken into account as they could have 
determined some of the differences found between them.  Reports from 
Fransson et al. (1999), Kamma et al. (2009) and Tsalikis et al. (2002) revealed 
that old subjects develop more gingivitis than young subjects in terms of 
inflammatory response to de novo plaque formation. However, it has to be 
remarked that criteria used in those reports to distinguish between old and 
young subjects cannot be applied to this one, as all women included here would 
comprise the group of young adults (20-35 years). In terms of salivary 
progesterone levels, Lipson & Ellison (1992) found a pattern of age variation 
with the highest values in the 25-34 year-old group, intermediate in the 20-24 
year-old group and the lowest in 18-19 and 40-44 year-old groups.  Therefore, it 
does not seem reasonable to explain the significant differences found here 
(p<0.001) only in terms of age reasons. 
 
Clinical parameters 
The tendency to a decrease in plaque index levels throughout the 
pregnancy may be attributable to the oral health instruction at the first visit. 
O'Neil (1979b) and Gursoy et al. (2008) found a reduction in PlI levels in 
pregnant patients receiving oral health instruction at the first visit. However, 
other authors detected this tendency in patients who had not received this 
instruction (Cohen et al. 1969, Hugoson 1970, Silness & Loe 1964), hence the 
Hawthorne effect may also have played a role. 
Most studies on pregnancy gingivitis reported an increase in gingival 
inflammation with a peak in the third trimester (Cohen et al. 1969, Hugoson 
1970, Kornman & Loesche 1980, Loe & Silness 1963, Tilakaratne et al. 2000, 
Yalcin et al. 2002b), while others observed the highest value during the second 
trimester (Gursoy et al. 2008). The present study demonstrated elevated gingival 
inflammation throughout pregnancy, with a significant increase in index values 
from the first to the second trimesters. Although greater inflammation was 
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observed in posterior versus anterior teeth, the increase in GI was only 
significant in anterior teeth. These data are in agreement with findings published 
by  Loe & Silness (1963).  
A significant higher gingival reactivity to plaque was observed during 
than after pregnancy, as also found by Kinnby et al. (1996). We were able to 
differentiate two groups according to their reactivity (high and low reacting 
groups), as previously reported (Kinnby et al. 1996, Trombelli et al. 2004). 
However, we were unable to explain this difference in susceptibility to gingivitis 
as a function of GCF IL-1β or PGE2 levels. This is in accordance with the results 
obtained by Trombelli et al. (2005), Trombelli et al. (2006) or Scapoli et al. 
(2007), who detected no differences between groups in terms of stress 
(Trombelli et al. 2005), duration of exposure to plaque (Trombelli et al. 2006) or 
IL-6, TNF-α or lymphotoxin-α polymorphisms (Scapoli et al. 2007).  
Hormone levels 
Salivary hormone levels were similar to those found in previous reports on 
pregnant (Jonsson et al. 1988, Meulenberg & Hofman 1989) and non-pregnant 
women (Chatterton et al. 2005). Salivary measurement was selected because of 
the ease of sampling and its accuracy, since it quantifies the free and therefore 
active levels of steroid hormones (Chatterton et al. 2005, Kaufman & Lamster 
2002, Meulenberg & Hofman 1989).   
No significant correlation was found between the increase in salivary 
hormone levels and the increase in gingival inflammation, as also reported by 
other authors (Jonsson et al. 1988, O'Neil 1979b). Only one study reported a 
significant relationship between gingival index and sex hormone values during 
pregnancy (Hugoson 1970), but this was not a true correlation because they  
used weighted mean values for plasma estradiol and progesterone during 
normal pregnancy derived from two earlier studies.  
IL-1β and PGE2 levels 
The GCF sampling sites (mesial aspect of upper canines) were selected 
because greater swelling and bleeding on probing has been described in the 
anterior (incisor/canine) versus posterior (premolar/molar) region during 
pregnancy (Raber-Durlacher et al. 1993, Raber-Durlacher et al. 1994), with 
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reports of a wider variation in GI for the anterior region (Loe & Silness 1963) 
and of a higher GI in interproximal versus buccal or oral areas (Hugoson 1970). 
To our best knowledge, no prospective observational studies have been 
published on IL-1β and PGE2 levels in pregnant women without periodontitis. 
IL-1β is a potent pro-inflammatory cytokine that plays an important role in 
chronic and acute inflammation (Polak et al. 2009, Ren et al. 2009,  Silva et al. 
2008, Vernal et al. 2009) and has been reported to stimulate PGE2 synthesis in 
human fibroblasts from periodontal ligament (Saito et al. 1990). Following in 
vitro findings that progesterone and estradiol enhance PGE2 synthesis at local 
(ElAttar 1974) and systemic (Miyagi et al. 1993) levels, it was proposed that 
these increased PGE2 levels may be in part responsible for the exacerbated 
gingival inflammation (Mascarenhas et al. 2003, Mealey & Moritz 2003, 
Sooriyamoorthy & Gower 1989). In the present study, PGE2 levels remained 
unchanged throughout and after pregnancy and were similar to those in non-
pregnant women. Therefore, this study would not support the hypothesis that 
locally released PGE2 is involved in the pathogenesis of pregnancy gingivitis. 
However these results should be interpreted with caution due to the reduced 
number of samples analysed, especially in the post-partum visit. Based on these 
data, calculation on sample size revealed that 2652 patients would have been 
needed to detect a minimum difference of 24.87pg/ml in PGE2 levels in GCF 
during pregnancy (from the first to the second term), with alpha set at 0.05 and a 
study power of 0.80. 
We found higher GCF IL-1β levels in pregnant women than in non-
pregnant women in luteal phase. In contrast, previous studies found lower IL-1β 
secretion from monocytes isolated during the third trimester of pregnancy (7 
IU/ml) than from those isolated during luteal phase (52.4 IU/ml) (Polan et al. 
1990), and a suppression in IL-1β production by peripheral blood lymphocytes 
by their stimulation with LPS and incubation with progesterone (0.2-200 ng/ml) 
and estradiol (20 ng/ml) (Morishita et al. 1999). The GCF IL-1β levels in our 
pregnant women were similar to those described in patients with chronic or 
experimental gingivitis (Deinzer et al. 2007, Heasman et al. 1993, Johnson et al. 
1997, Kinane et al. 1992, Yucel et al. 2008). However, we found no positive 
Page 19 of 37
Journal of Clinical Periodontology - PROOF































































correlation between the increase in gingival inflammation and IL-1β levels, in 
agreement with Gonzales et al. (2001), Yucel et al. (2008) and Bergmann & 
Deinzer (2008) but in disagreement with Kinane et al. (1992), Heasman et al. 
(1993) and  Johnson et al. (1997). Other factors may have an influence on the 
gingival inflammation in pregnant woman, such as the potential influence of 
genetic factors (Lang et al. 2000, Scapoli et al. 2005), which has not been 
evaluated in the present study; therefore, its potential influence on the reported 
results may not be excluded. 
Because the women were pregnant at the first visit in our study and 
already had an elevated gingival index, we cannot draw definitive conclusions 
about the potential influence of IL-1β on the development of gingival 
inflammation during pregnancy. We can only speculate that sex hormones may 
have no direct effect on IL-1β in vivo but rather affect the local environment, 
increasing oedema and tissue hypertrophy and creating a favourable 
environment for the overgrowth of microorganisms responsible for triggering an 
immune-inflammatory reaction. Further research is warranted in this line, 
analysing other local inflammatory mediators and applying microbiological tests 
to investigate the clinical relevance of these findings.  
 
Conclusion 
Within the limitations of this study, the results obtained confirm the 
exacerbation of gingival inflammation during pregnancy, which is specially 
marked in anterior teeth. This exacerbation could not be associated with 
increased salivary progesterone or estradiol concentrations or with changes in 
PGE2 or IL-1β levels. The elevated IL-1β levels observed might result from the 
creation of a favourable local environment rather than from the direct effects of 
sex hormones; however, more studies with increased sample sizes are needed 
within this field. 
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Figure 1: Flow-chart of follow-up of pregnant group and non-pregnant groups.  
 
1st trimester  
n=42 
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Hormones in saliva (pg/ml) - mean (SD) 
 Pregnant group 
 1st trimester 
 (n=42) 









545.14 (344.83)** 1543.10 (760.38)*** 11.11(20.16)*** 
Estradiol 0.96 (2.56) 4.94 (12.35)* 24.38 (32.12)* 0.02 (0.09)*** 




 6 months  
(n=20) 
 
Progesterone 20.63 (30.12)  40.03 (91.12)  
Estradiol 0.01 (0.06)  0.01 (0.04)  
 
 
Table 1: Progesterone and estradiol levels (pg/ml) in saliva of pregnant and 
non-pregnant women. 
Intragroup comparison: Friedman’s test with Bonferroni corrections. *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001 
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Plaque index - mean (SD) 
 Pregnant group 








Full-mouth 0.71 (0.43) 0.65 (0.33) 0.68 (0.30) 0.72 (0.28) 
Anterior 0.66 (0.46) 0.60 (0.36) 0.61 (0.35) 0.68 (0.33)* 
Posterior 0.75 (0.43) 0.69 (0.36) 0.73 (0.29) 0.76 (0.28) 




 6 months  
(n=20) 
 
Full-mouth 0.53 (0.31)  0.50 (0.23)  
Anterior 0.50 (0.43)  0.46 (0.26)  
Posterior 0.56 (0.26)  0.54 (0.25)  
 
 
Table 2: Plaque index values and plaque scores (PlI= 1, 2 or 3) in pregnant and 
non-pregnant women (full-mouth, anterior teeth, posterior teeth). 
Intragroup comparison: ANOVA repeated measures. *p<0.05; **p<0.01 
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Gingival index – mean (SD) 
 Pregnant group 








Full-mouth 1.01 (0.41) 1.13 (0.43)* 1.14 (0.44) 0.98 (0.40) 
Anterior 0.95 (0.50) 1.12 (0.50)* 1.10 (0.54) 0.93 (0.39) 
Posterior 1.06 (0.40) 1.14 (0.42) 1.16 (0.43) 1.02 (0.45) 




 6 months  
(n=20) 
 
Full-mouth 0.65 (0.44)  0.58 (0.28)  
Anterior 0.64 (0.47)  0.47 (0.30)  
Posterior 0.65 (0.43)  0.66 (0.29)  
 
 
Table 3: Gingival index values and gingivitis scores (GI=1, 2 or 3) in pregnant 
and non-pregnant women (full-mouth, anterior teeth, posterior teeth). 
Intragroup comparison: ANOVA repeated measures. *p<0.05. 
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Gingival reactivity to plaque  
 Pregnant group 
 1st trimester 
 (n=42) 






General 1.70 (0.86) 1.93 (0.72)** 1.85 (0.78) 1.53 (0.99)*** 
High reactant  1.85 (0.80) 2.46 (0.59)*** 2.17 (0.85) 1.72 (1.25)* 
Low reactant 1.55 (0.92) 1.39 (0.35) 1.52 (0.56) 1.27 (0.38)** 




 6 months  
(n=20) 
 
General 1.35 (0.76)  1.23 (0.54)  
 
 
Table 4: Gingival reactivity to plaque (GI/PlI; mean (SD)) in pregnant and non-
pregnant women. 
Intragroup comparison: Friedman’s test with Bonferroni corrections. *p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001. 
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IL-1β - mean (SD) 
 Pregnant group 








Amount (pg) 30.05 (27.05) 23.28 (22.98) 30.45(24.61) 17.46 (16.64)** 
Concentration 
(ng/ml) 
73.12 (57.93) 70.01 (69.68) 85.27 (69.66) 51.78 (53.58)* 




 6 months  
(n=20) 
 
Amount (pg) 3.66 (3.39)  4.54 (5.90)  
Concentration 
(ng/ml) 
14.00 (18.13)  12.00 (10.69)  
 
 
Table 5: IL-1β levels (amount and concentration) in gingival crevicular fluid of 
pregnant and non-pregnant women. 
Intragroup comparison: Friedman’s test with Bonferroni corrections; **p<0.01  
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PGE2 - mean (SD) 
 Pregnant group 
 1st trimester 
 (n=23) 






Amount (pg) 19.85 (6.77) 19.46 (7.38) 21.41 (10.41) 20.71 (8.80) 
Concentration 
(ng/ml) 
67.32 (35.78) 68.75 (30.89) 69.56 (31.62) 50.36 (23.06)* 




 6 months  
(n=10) 
 
Amount (pg) 21.88 (13.88)  16.09 (8.18)  
Concentration 
(ng/ml) 




Table 6: PGE2 levels (amount and concentration) in gingival crevicular fluid of 
pregnant and non-pregnant women. 
Intragroup comparison: Friedman’s test with Bonferroni corrections: *p<0.05.   
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 Pregnant group Non-pregnant group p* 
Age 30.15 y (range 20-35) 24.38 y (range 22-26)  <0.001 
Education level 
   None 
   Primary 
   Secondary 













   Employees 
   Liberal profession 
   Housewife 












Frequency of tooth-brushing 
   3 times/day 
   2 times/day 
   Once/day 












Last visit to dentist 
<1 year 
    1 year 










Self-perception of oral health: 
   Poor 
   Normal 











Table 7:  Demographic description of the study population. 
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* ℵ2 for all parameters except age (Student t-test); NS, not statistically 
significant. 
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Aim: To determine whether the exacerbated gingival inflammation developed in 
pregnant women is related to a change in the subgingival biofilm induced by the 
increase in hormone levels during pregnancy.  
Material and Methods: This open cohort study included 48 pregnant and 28 non-
pregnant women without periodontitis. Pregnant women were evaluated in the first, 
second and third trimester and at three months after delivery. Non-pregnant women 
were evaluated twice, with a six-month interval, assessing microbiological, clinical and 
hormonal variables at each visit. Total anaerobic counts and frequency of detection and 
proportions were calculated. Friedman test with the Bonferroni correction was used for 
intra-group comparisons and Mann-Whitney U tests for intergroup assessment. 
Correlations were analysed by means of Spearman's rank correlation coefficient. 
Results: Proportions of the subgingival periodontal pathogens did not differ throughout 
pregnancy, although significant differences were found for all the pathogens after 
delivery. P.gingivalis positive patients presented an increase in gingival inflammation 
(p<0.001) that was not related to plaque. Correlations between maternal hormone levels 
and P. gingivalis and P. intermedia were found. 
Conclusion: Qualitative differences in periodontal pathogens were found from 
pregnancy to post-partum. Patients harbouring P. gingivalis presented and increased 
gingival inflammatory status.  
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Scientific rationale for the study: The role of microbiological changes in the 
aetiopathogeny of pregnancy gingivitis has been widely researched, but published 
results have been controversial. 
Principal findings: We found a qualitative change in subgingival bacteria composition 
concomitant with a worsening of gingival inflammation.  
Practical implications: These findings contribute to our knowledge of the microbiology 
present throughout pregnancy, which is associated with the worsened gingival 
inflammation characteristic of this state. 
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Gingival changes during pregnancy (II). Influence of hormonal variations on the 
subgingival biofilm. 
 
Pregnancy gingivitis, defined as the gingival inflammation initiated by plaque 
and exacerbated by endogenous sex steroid hormones (Mariotti, 1999), is a common 
entity that affects 36-100% of pregnant women (Maier et al. 1949, Jensen et al. 1981, 
Löe & Silness 1963). The influence of endogenous sex hormones on the periodontium 
is recognized in the currently accepted periodontal disease classification under the 
category of “dental plaque-induced gingival diseases modified by the endocrine 
system”, including gingivitis associated with puberty, menstruation and pregnancy 
(Armitage 1999).  
 The clinical features of pregnancy gingivitis do not differ from those of common 
gingivitis except for the tendency to develop severe signs of gingival inflammation 
without associated changes in plaque levels (Löe & Silness 1963, Silness & Löe 1964, 
Arafat et al. 1974, Chaikin et al. 1977, O´Neil 1979a, Hugoson et al. 1970, Tilakaratne 
et al. 2000, Gursoy et al. 2008). Most reports show an increase in the incidence of 
pregnancy gingivitis (Loe & Silness 1963, Silness & Loe 1964, Löe 1965,  Cohen et al. 
1969, Cohen et al. 1971, Hugoson 1970, 1971, Arafat 1974, O'Neil 1979b, Samant et al. 
1976, Zaki et al. 1984, Miyazaki et al. 1991, Machuca et al. 1999, Muramatsu & 
Takaesu 1994, Tilakaratne et al. 2000, Yalcin et al. 2002b, Gursoy et al. 2008), although 
not all women present the same inflammatory pattern and cases can range from mild 
inflammation to severe hyperplasia, pain and profuse bleeding (Samant et al. 1976, 
Guncu et al. 2005, Thomson et al. 1982). Although pregnancy gingivitis is not related to 
the level of plaque, it requires a minimum amount and does not develop in pregnant 
woman with excellent plaque control (Arafat et al. 1974, Chaikin et al. 1977). The most 
frequently affected areas appear to be the anterior sextants of the oral cavity, especially 
interproximal sites (Löe 1963, Raber-Durlacher et al. 1994). Pregnancy gingivitis is 
characteristically self-limiting and abates postpartum with the fall in hormone 
production (Hugoson 1971). A further characteristic of this entity is that it carries no 
risk of developing periodontitis, despite the inflammatory status developed (Cohen et al. 
1969, Tilakaratne et al. 2000, Lieff et al. 2004, Machuca et al. 1999). 
Although exacerbated gingival inflammation in pregnant women is clinically 
and histologically well documented, its aetiology has not yet been clearly established 
and it is not known why only some pregnant women develop frank signs of gingival 
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inflammation (Amar et al. 1994, Mariotti et al. 1994, Laine et al. 2002, Mealey et al. 
2003, Mascharenas et al. 2003). Four potential mechanisms have been proposed, 
including: an increase in vascular permeability (Lindhe et al. 1967, Lindhe & 
Branemark 1967a, Lindhe & Branemark 1967b, Lindhe & Branemark 1968a, Lindhe & 
Branemark 1968b, Hoffman et al. 1981); a change to a more susceptible gingival 
phenotype (Dyer et al. 1980, Mariotti et al. 2005), immune system depression (O´Neil 
1979b, Lopatin et al. 1980, Raber-Durlacher et al. 1993, Miyagi et al. 1993, Lapp et al. 
1995, Lapp et al. 2003);  and changes in the sub- or supra-gingival biofilm  (Kornman 
& Loesche 1980, Jensen et al.1981, Raber-Durlacher et al. 1994).  
One of the most solidly based hypotheses is a possible change in the subgingival 
biofilm. However, limited data exist on the composition of the subgingival microbiota 
during pregnancy. Direct and indirect aetiopathogenic pathways have been proposed. 
According to the former, the rise in hormone levels would promote the overgrowth of 
specific pathogenic bacteria that are responsible for the increased gingival 
inflammation. Thus, Kornman & Loesche (1982) demonstrated that Prevotella 
intermedia  and Porphyromonas gingivalis (to a lesser extent) can replace progesterone 
or estradiol with vitamin K, an essential growth factor for this bacteria (Gibbons & Mc 
Donald 1960). In the indirect pathway, the greater exposure to sex steroid hormones 
would transform the gingiva into a more susceptible environment due to greater 
gingival probing depths (Miyazaki et al. 1991), higher gingival crevicular flow rate 
(Lindhe et al. 1968), lower keratinization of the marginal gingival epithelium and 
reduced immunoresponsiveness, which would together favour the entry of more 
pathogenic bacteria into the subgingival biofilm. Accordingly, the presence of the 
pathogen would be the consequence and not the cause of the condition. 
 Various cross-sectional and longitudinal studies have evaluated the effects of sex 
steroid hormones on the subgingival biofilm, but the results have been inconclusive and 
this issue remains controversial. Several authors have proposed the increase in P. 
intermedia during pregnancy as an aetiological factor in pregnancy gingivitis.  Kornman 
& Loesche (1980) were the first to describe an increase in P. intermedia during the 
second trimester concomitant with an increase in gingival inflammation. A cross-
sectional study by Jensen (1981) found a 55-fold higher level of P. intermedia in 
pregnant versus non-pregnant women. An association between higher P. intermedia 
levels and increased gingival inflammation was also reported using an experimental 
gingivitis model in pregnant patients, whereas the elevated inflammation status 
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observed during pregnancy was not observed postpartum using the same model (Raber-
Durlacher et al. 1994). However, other authors found no microbiological differences 
between pregnant and non-pregnant women (Jonsson et al. 1988, Gürsoy et al. 2009).  
Controversy also surrounds the gingivitis related to hormonal alterations 
associated with puberty, contraceptive intake or the menstrual cycle. Qualitative 
changes in the biofilm, especially the overgrowth of P. intermedia (Nakagawa et al. 
1994, Delaney et al. 1986, van Oösten 1988, Mombelli et al. 1990), have also been 
implicated in the increased severity of gingivitis in these situations. Other 
microbiological findings, such as the increase in Capnocytophaga sp. before the rise in 
P. intermedia, have implicated this bacterial species in the onset of puberty gingivitis 
(Mombelli et al. 1990). However, some authors found no relevant changes in the 
biofilm (Gusberti et al. 1990, Yanover et al. 1986).  
After clinical, hormonal and immunological data were analysed in the first part 
of the present longitudinal study (part I, Figuero et al, submitted), the objective of this 
second part (part II) was to test the hypothesis that pregnancy induces changes in the 
subgingival biofilm that are responsible for the exacerbated gingival inflammation 
developed in pregnant women. The specific study objectives were: (1) to longitudinally 
and prospectively evaluate any change in microbiological status over the three 
trimesters of pregnancy; (2) to assess whether the presence of periodontal pathogens is 
associated with an increase in gingival inflammation; and (3) to correlate 
microbiological patterns with clinical and hormonal status. In a secondary analysis, the 
microbiological results were compared with findings at the postpartum visit and with a 
group of non-pregnant women. 
 
Material and methods 
 
Experimental design 
This was an open cohort prospective study with parallel design and a 9-month 
follow-up. All participants signed their informed consent to participation in the study, 
which was approved by the Research and Ethics Committee of San Carlos University 
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Based on information from previous reports on pregnancy gingivitis (Cohen 1969, 
Tilakaratne et al. 2000), a difference of 0.15 in the gingival index (Silness & Löe 1963) 
was considered as a reference. Power calculation was done with the Sample Power 2.0 
software pack. This analysis indicated that with 45 pregnant subjects the study would 
have 80% power to detect a 0.15 difference in gingival index during pregnancy with 
alpha set at 0.05.  
Therefore, taking into account potential drops-out, sample size was established in 60 
pregnant women. Potential subjects were consecutively recruited from the Obstetrics 
Department of José Marvá Hospital (pregnant group) and from the Reception 
Department of the School of Dentistry of Madrid Complutense University (non-
pregnant group). All subjects underwent a periodontal examination, including full-
mouth evaluation of probing pocket depth, clinical attachment level and bleeding on 
probing (6 sites per tooth). After the periodontal diagnosis was established, all subjects 
who fulfilled inclusion/exclusion criteria (see below) were invited to participate in the 
study until the desired sample sizes were reached. 
Inclusion / exclusion criteria 
Inclusion criteria were: (i) age 20-35 years and (ii) presence of ≥ 20 natural teeth 
in mouth excluding third molars. Exclusion criteria were: (i) diagnosis of 
chronic/aggressive periodontitis (Armitage 1999); (ii) presence of acute dental or 
periodontal disease; (iii) smoking habit; (iv) presence of systemic disease and/or 
medication affecting the periodontium; and (v) receipt of systemic antibiotic treatment 
or dental prophylaxis in previous 6 months.  
In addition, to the above inclusion/exclusion criteria, pregnant women were included if 
they were in the 12th-14th week of pregnancy in the first visit and non-pregnant women 
were excluded if they were taking contraceptive drugs or if they were pregnant or 
planning to be so.  
 
Study design 
Data were gathered on the pregnant women at four visits: at the end of the first 
trimester (12-14 weeks of pregnancy), second trimester (23-25 weeks of pregnancy) and 
third trimester (33-36 weeks of pregnancy) and at three months post-delivery. Data on 
non-pregnant women were collected at two visits six months apart, matching the first 
and third visits of the pregnant group. The hormone status of the menstrual cycle was 
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controlled by scheduling visits for the non-pregnant women during the luteal phase 
(days 17-21) of the cycle (Zaki et al. 1984).  
  
Primary outcome (microbiological) variables and secondary outcome (clinical and 
hormone) variables were evaluated at each visit (Figure 1), collecting (in this order): 
saliva sample for hormone analysis, plaque index, microbiological sample and, finally, 
gingival index. After all evaluations and sampling, patients received oral hygiene 
instructions, a toothbrush (Vitis access ®, Dentaid, Barcelona, Spain) and a dentifrice 
(Colgate Total ®, Palmolive®, Piscataway, NJ, U.S.A.). At the end of the study, all 





 A pooled subgingival sample was obtained from four sampled sites. At each 
visit, the sample was obtained from the four interproximal sites showing the most 
marked inflammation per quadrant, excluding those sites in which a periopaper strip 
(Harco, Irvine, CA, USA) was inserted for immunological analysis (described in part I 
of the study, Figuero et al. submitted). After careful removal of supragingival plaque 
deposits, sampling sites were isolated with cotton rolls and gentle air drying, and two 
sterile #30 paper points (Zipperer®, United Dental MFRS Inc., West Palm Beach, FL, 
U.S.A.) were then consecutively inserted into the depth of the sulcus and left in place 
for 10 s.  All paper points were transferred to the same vial containing 1.5 ml of reduced 
transport fluid (RTF) (Syed & Loesche 1972) and maintained at 4ºC until their 




 Cultures were performed at the Laboratory of Oral Microbiology, School of 
Dentistry, Madrid Complutense University (Spain). Samples were vortexed for 30 s and 
10-fold serially diluted in RTF, and 0.1 ml of each dilution was then plated on non-
selective 5% horse blood agar plates (Oxoid no. 2, Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) 
supplemented with haemin (5 mg/l) and menadione (1 mg/l) for determination of total 
anaerobic bacterial counts and specific periodontal pathogens (P. intermedia/nigrescens, 
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P. gingivalis, Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, 
Eikenella corrodens, Campylobacter rectus and Capnocythopaga sp.). Total anaerobic 
counts were done after 7–14 days of incubation by means of a stereo microscope (SDZ-
PL, Kyowa Optical Co. Ltd. Hashimoto, Japan). Blood agar plates were incubated at 
37ºC in 80% N2, 10% CO2 and 10% H2. The presence and numbers of the putative 
periodontal pathogens were recorded, confirming their identification by means of Gram 
staining and cell morphology, aero tolerance, production of catalase and other 
biochemical reactions (Rapid ID 32A, BioMerieux SA, Le-Balme-les-Grottes, France).  
Samples were also plated on Dentaid-1 medium (Alsina et al. 2001) for isolation 
and counting of Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Dentaid-1 plates were 
incubated in air with 5% CO2 at 37ºC for 2 days. Total A. actinomycetemcomitans 
counts were obtained, identifying the bacteria from their characteristic colony 
morphology (star-like inner structure), a positive catalase reaction with 3% hydrogen 
peroxide and a set of specific enzymes (APIZYM, BioMerieux SA, Le-Balme-les-
Grottes, France).  
 
Clinical examination 
Full-mouth supragingival plaque (PlI) and gingival (GI) indices were recorded at 
four sites per tooth (mesial, distal, buccal and lingual) with a CPC-12 periodontal probe 
(Hu-Friedy®, Leimen, Germany) according to Silness and Löe (Silness & Löe 1964) 
and Löe & Silness (Löe & Silness 1963), respectively. All clinical parameters were 
recorded by the same examiner (EF). 
 
Hormone level measurement in saliva (Progesterone and Estradiol) 
Unstimulated saliva was collected in a sterile glass tube for 2 min (Tallon et al. 1984, 
Gann et al. 2001) after patients had rinsed their mouths with water and rested for 5 min. 
Samples were frozen and stored at -20ºC until further analysis (Gann et al. 2001, 
Meulenberg & Hofman 1989, Morishita et al. 1988, Tallon et al. 1984, Zaki et al. 1984). 
Progesterone and estradiol levels were determined by means of a competitive 
immunoenzymatic colorimetric method (DIA.METRA SRL, Foligno®, Italy). 
 
The material and methods employed in this study were partially described in part I 
(Figuero et al. submitted).  
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Data management and statistical analysis 
Counts of the culture-identified pathogens were done by direct counting of the 
selected colonies with a stereo microscope (SDZ-PL, Kyowa Optical Co. Ltd. 
Hashimoto, Japan) on suitable plates (with 30-300 colonies) and estimated in relation to 
the original sample. Total anaerobic counts were also calculated on blood agar plates. 
Results were expressed in colony-forming units per ml (CFU/ml). After identification, 
proportions of the different pathogens were calculated and expressed as a percentage of 
the total colony forming units. 
A subject-level analysis was performed for each study parameter. As goodness-
of-fit was not assumed due to the skewed distribution of the data, non-parametric tests 
were used for the microbiological analysis.  
Intra-group differences in counts and proportions of the periodontal pathogens 
over time were tested by means of non-parametric analysis of variance (ANOVA) 
Friedman test. Post hoc comparisons were performed by Bonferroni´s method. 
Frequency of pathogens detection was obtained by transforming the results into 
categorical data and using the McNemar test to evaluate intra-group differences and the 
X2 test to compare inter-group differences. The correlation between pairs of variables 
was evaluated by using the nonparametric Spearman's rank correlation coefficient 
(correlation of microbiological with hormonal and clinical data). 
Differences in the GI during pregnancy depending on the presence (positive 
patients) / absence (negative patients) of the different pathogens were evaluated with the 
aim of Mann -Whitney U-test. Differences in the PlI were also included in the subgroup 
analysis to control the effect of plaque on the GI.  
To determine differences between pregnant and non-pregnant women Mann-
Whitney U test was used.  
 Statistical significance was established at the 95% confidence level. SPSS for 





Sixty pregnant women were invited to participate in the study. Out of this 
sample, 48 agreed to participate and 42 complied with the three visits during the whole 
pregnancy. Reasons for the loss of patients to the study were miscarriage (3), preterm 
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birth (1), isolation for suspicion of tuberculosis (1) and personal reasons/no time 
available (1); their data were excluded from the analyses. The fourth postpartum visit 
was complied by 26 women, and the remaining 16 were lost for personal reasons (no 
time, loss of interest). No differences in any of the microbiological variables evaluated 
were found between the women who completed the follow up and the 16 who withdrew 
after the delivery (non parametric ANOVA Friedman test; data not shown).  
Thirty non-pregnant women were invited to participate in the study, and 28 of 
these were enrolled after voluntarily agreeing to participate. After six months of follow-
up, 8 patients were lost (4 started taking oral contraceptives, 4 argued loss of interest/no 
time) and their data were excluded from the analysis. No differences in microbiological 
results were found between the non-pregnant women who completed the follow-up and 
the 8 who withdrew the second visit (non parametric ANOVA Friedman test; data not 
shown).  
 
Microbiological results during pregnancy and postpartum 
 
Total bacterial counts 
No significant changes in total bacterial counts were observed in the pregnant 
group during pregnancy or after delivery (Table 1). 
Frequency of detection of pathogens  
Table 2 shows the prevalence of the studied periodontal pathogens in the 
subgingival plaque samples from the pregnant women followed up throughout their 
pregnancy. The most frequently detected pathogen during pregnancy was F. nucleatum 
(range 88.10–97.62%), followed in descending order by P. intermedia (47.62–66.67%), 
P. micra (42.86–50.00%), P. gingivalis (35.71–40.48%), C. rectus (11.90–14.29%), A. 
actinomycetemcomitans (9.52–21.43%) and T. forsythia (2.38-9.52%).  
The frequency of pathogen detection was relatively constant throughout the 
pregnancy and tended to decrease after delivery, when there was a significant reduction 
in A. actinomycetemcomitans (p=0.039).  
 
Proportions (%) of bacterial species  
Table 3 summarizes the relative proportions of bacterial species isolated 
throughout pregnancy and postpartum. The studied pathogens exhibited a common 
pattern during pregnancy characterized by a progressive increase during the pregnancy, 
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with a peak at either the second or the third trimester, depending on the pathogen. Non 
parametric ANOVA Friedman test failed to achieve statistically significant differences 
during pregnancy for any of the pathogens evaluated. However, changes from the third 
trimester to postpartum were significant for all the pathogens. A. 
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, P. micra and F. nucleatum 
demonstrated abrupt clear decrease after delivery whereas P.intermedia and C. rectus 
significantly increase postpartum in comparison to the third trimester.  
 
Proportions in positive samples of different bacterial species  
Frequency of detection varied among patients for the different pathogens. In 
order to evaluate the microbiological pattern in positive samples, “positive” and 
“negative” patient subgroups were formed according to the presence /absence of the 
pathogen in the second trimester (Herrera et al. 2008) (Table 4).  
The proportions of A. actinomycetemcomitans in patients harbouring this 
pathogen was 2.24 % in the first trimester, reached a peak in the second trimester 
(10.80%) and decrease to 5.69 % in the third term (p=0.01). Following the same pattern, 
the proportions of P. micra went from 4.88% to 6.18% and 4.55% in the first, second 
and third trimester, respectively. Changes in P.micra proportions were significant at the 
third trimester-visit (p<0.05).  
No significant changes were observed in any of the remaining periodontal 
pathogens studied. Proportions of P.gingivalis positive patients went from 14.94% at 
the first trimester, slightly decrease to 11.25% during the second trimester and reached a 
peak of 20.07% at the third term (p=0.052). 
 
Gingival inflammation in patients harbouring periodontal pathogens 
A comparison between positive and negative patients for the different pathogens 
was made in order to detect differences in their GI. Changes in the PlI were also 
evaluated to control the effect of plaque over the GI. 
  The bacterial species whose presence was associated with an increase in the GI 
were P. gingivalis and P. intermedia. Subjects who were positive for P. gingivalis had 
higher levels of gingival inflammation versus P. gingivalis–negative patients, regardless 
of their PlI, in all trimesters of pregnancy. This increase was significant in the second 
(p<0.001) and third trimesters (p=0.009) and no differences were found after delivery. 
The GI was 1.34 (standard deviation [SD] 0.34) in positive patients versus 0.98 (SD 
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0.45) in negative patients in the second trimester, and 1.35 (0.34) in positive patients 
versus 0.98 (0.46) in negative patients in the third trimester (Table 5).  
 The GI and PlI were both higher in pregnant women harbouring P.intermedia 
than in those with negative culture for this pathogen (Table 6), with a significant 
difference in the second trimester (p=0.026). This tendency was also observed for A. 
actinomycetemcomitans- positive patients in the first trimester, although the difference 
in GI did not reach significance (p=0.053).  
 
Correlations between clinical, hormonal and microbiological outcomes 
The increase in salivary progesterone concentrations from the first to second trimester 
was positively correlated with P. gingivalis (r=0.357, p=0.016). A positive correlation 
was also found at this stage between GI exacerbation and increase in P. intermedia 
(r=0.345, p=0.020). From the second to third trimester of pregnancy, estradiol 
concentration was correlated with P. gingivalis (r=0.324, p=0.041). 
 
Comparison between pregnant and non-pregnant women 
The non-pregnant group showed no significant differences in microbiological 
outcomes between the two visits (separated by 6-month interval).  
 
Total bacterial counts 
Total bacterial counts tended to be higher in the pregnant versus non-pregnant 
women. The difference was only significant at the first-trimester visit, and no 
differences were found between the third-trimester visit of the pregnant women and the 
6-month follow-up visit of the non-pregnant women (Table 1).  
Frequency of detection of bacterial species 
Table 2 describes the prevalence of the periodontal pathogens in subgingival 
plaque samples from the pregnant and non-pregnant groups, again comparing first-
trimester and third-trimester results for the pregnant women with baseline and six-
month follow-up results for the non-pregnant women. In the first-trimester/baseline visit 
comparison, only the frequency of P. intermedia detection was significantly higher in 
the pregnant group (61.90 %) than in the non-pregnant group (47.62 %). In the third-
trimester/six-month visit comparison, A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis were 
more frequently present, detecting A. actinomycetemcomitans in 21.43% of the pregnant 
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women but none of the non-pregnant group and P. gingivalis in 38.10% of the pregnant 
women and 5% of the non-pregnant women.  
Proportions (%) of bacterial species 
Qualitative differences in subgingival bacterial composition were detected 
between the pregnant and non-pregnant woman, finding higher proportions of 
periodontal pathogens in the pregnant versus non-pregnant women.  Proportions of P. 
intermedia were significantly higher at the first-trimester visit in the pregnant group 
than at the first visit in non-pregnant group. Proportions of A. actinomycemtencomitans 
and P. gingivalis were significantly higher at the third-trimester visit in the pregnant 
group than at the 6-month visit in the non-pregnant group. 
Comparison of postpartum with non-pregnant women 
At three months after delivery, the pregnant women did not significantly differ 
from the non-pregnant group in any of the pathogens evaluated. 
 
Discussion 
This open cohort longitudinal study was designed to assess whether pregnancy 
induces a change in the subgingival biofilm that could be responsible for the 
exacerbated gingival inflammation observed in pregnant women. In the present study, 
no changes were found in the subgingival microbiological profile throughout 
pregnancy, although significant differences were found for all the periodontal pathogens 
after delivery. This implies a qualitative modification of the subgingival biofilm from 
pregnant to pot-partum status. A worsening of the clinical parameters was also 
associated to the presence of P. gingivalis and P. intermedia, which were positively 
correlated with the salivary hormone levels. 
To evaluate the exposure of gingival tissues to pregnancy changes, a cohort 
study was undertaken as it offers the better control of confounding factors within 
observational studies (Stroup et al. 2000). The study population consisted of a group of 
pregnant women with no presence or history of periodontitis that was compared, in a 
secondary analysis, with a control group of non-pregnant women. To evaluate the 
subgingival microbiological pattern during pregnancy, the pregnant women were 
followed longitudinally throughout the three trimesters of pregnancy and were re-
evaluated at three months after delivery, following the practice of previous studies that 
addressed the effect of pregnancy on the periodontium (Cohen et al. 1969, Cohen et al. 
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1971, Chaikin et al, 1977, Tilakaratne et al. 2000, Yalcin et al, 2002, Gursoy et al. 
2008).  
Culture was the method used to determine periodontal pathogens because of its 
accuracy and ability to simultaneously detect and quantify multiple bacterial species and 
reveal unexpected bacteria (Sanz et al. 2004). The limitations of culture include the 
higher detection threshold versus PCR and the difficulty of growing some periodontal 
pathogens, such as T. forsythia (Lau et al. 2004).  Samples were taken at whole mouth 
sites with greatest inflammation, carefully evaluating anterior localizations, where 
pregnancy gingivitis typically develops (Löe 1963, Raber-Durlacher et al. 1993, Raber-
Durlacher et al. 1994).  
Within the limitations of the study, it is important to highlight the elevated 
dropout rate (especially after delivery), although the sample size was powerful enough 
to detect significant differences for all the pathogens in the comparison of the third 
trimester- with the postpartum-visit. Another remarkable study weakness was the lack 
of homogeneity between the pregnant and non-pregnant groups in demographic 
characteristics and initial clinical status, what hampers the comparison between groups. 
Educational level of pregnant women in our study was lower than non pregnant group. 
As previously described, the oral health status in pregnant women is related to the level 
of education, professional status and previous dental attendance (Machuca et al. 1999, 
Sarlati et al. 2004, Yalcin et al. 2002, Taani et al. 2003). To what extent these 
differences could have influenced the microbiological results in the comparison between 
pregnant and not pregnant patients has not been reported earlier. 
 
Total bacterial counts 
We first ruled out the possibility that an increase in the subgingival total 
bacterial count during pregnancy might be responsible for the clinical changes observed. 
No significant differences in total bacterial counts were observed among the different 
trimesters of pregnancy, implying that no quantitative microbiological changes were 
responsible of the exacerbation in the gingival inflammation, what is in agreement with 
previous reports (Kornman & Loesche 1980, Jonsson et al. 1988, Yokoyama et al. 2008, 
Adriaens et al. 2009). 
 
Frequency of detection of pathogens 
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Patients who harboured pathogens from the beginning of pregnancy maintained 
levels above the culture detection threshold until delivery, after which the frequency of 
detection decreased. The prevalence of A. actinomycetemcomitans during pregnancy 
ranged from 16.4% to 20.5%, higher than the 6.3% detected by culture in a sample of 
patients with gingivitis in Spain (Lau et al. 2004). Comparisons cannot be made with 
previous culture findings in pregnant women without periodontitis, since this pathogen 
was not included in the subgingival microbiological analyses (Kornman & Loesche 
1980, Jensen et al. 1981, Jonsson et al. 1988, Raber-Durlacher et al. 1994, Muramatsu et 
al. 1994). With checkerboard DNA-DNA hybridization technology, 25 % of the tested 
sites were positive for A. actinomycetemcomitans (Adriaens et al. 2009).  A. 
actinomycetencomitans was not detected in our non-pregnant control group, taking into 
account that plaque and gingival indices were already low in this group at baseline.  
P. gingivalis was detected in 40% of the pregnant women, similar to culture 
findings in the Spanish population with gingivitis (Lau et al. 2004) and higher than the 
20% obtained by the Swiss group with checkerboard DNA-DNA hybridization 
(Adriaens et al. 2008). 
 
Proportions of pathogens  
Minor differences were observed in the composition of the subgingival 
microbiota during pregnancy, although significant differences appeared at the post-
partum visit, where a generalized reduction of the pathogenic bacterial load was 
established. In this sense, the microbiological results corroborate our clinical findings 
(part I, Figuero et al. submitted). A more pathogenic subgingival flora was associated to 
an increased gingival inflammation status during pregnancy. After delivery, the 
microflora suffered a qualitative change, and the frequency of detection, counts and 
percentages of pathogens fell sharply, as previously described (Kornman & Loesche 
1982, Raber-Durlacher et al. 1994). This was clinically associated with a decrease of the 
GI despite the concomitant increase of the PlI observed. Changes in the postpartum 
microflora have also been reported by means of checkerboard DNA-DNA hybridization  
for eight of 37 species analyzed (Eubacterium saburreum, F. nucleatum naviforme, F. 
nucleatum polymorphum, Leptotrichia buccalis, P. micra, Selenomonas noxia, 
Staphylococcus aureus and Streptococcus  mutans)(Adriaens et al. 2009). 
Within the generalized reductions in periodontal pathogens, species such 
P.intermedia and P.micra suffered an overgrowth after delivery. Gürsoy et al. (2009) 
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corroborates our results after reporting a significant increase of P.intermedia sensu lato 
4-6 weeks after delivery. Muramatsu & Takaesu (1994) also observed an increase of P. 
intermedia proportions 1 month after delivery. Other recent studies have reported higher 
bacterial levels of Actinomyces neuii, Bifidobacterium bifidum, Corynebacterium 
pseudogenitalis, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas bivia and Pseudomonas 
aeruginosa in parous women with gingivitis, suggesting that gingivitis is common at a 
considerable time after delivery (Persson et al. 2008, Persson et al. 2009). 
To avoid underestimation of the true impact of the pathogens in positive 
patients, especially in those with lower frequency of detection, proportions in positive 
samples were analyzed (Herrera et al. 2008). All the pathogens showed the highest 
proportions at the second term and slightly decrease at the third term, except for P. 
gingivalis and T. forsythia. This pattern, significant for A. actinomycetemcomitans and 
P. micra, is in agreement with previous reports (Korman & Loesche 1982, Adriaens et 
al. 2009, Gürsoy et al. 2009). Proportions of P. gingivalis in positive patients tend to 
progressively increase during pregnancy, with a peak at the third term and an abrupt 
decrease after delivery. The increase in P. gingivalis can be plausibly explained by the 
presence in the medium of progesterone, an overgrowth factor for this pathogen 
(Korman & Loesche 1982). It should be borne in mind that classical studies grouped P. 
gingivalis together with P. intermedia such as black-pigmented Bacteroides (Jensen et 
al, 1981) before taxonomic reclassification (Shah et al, 1988; Shah et al, 1990). In fact, 
there has been no previous report of an increase in P. gingivalis without grouping.  
Although no significant change in P. intermedia was found, it also tended to 
increase during the pregnancy. In their review on subgingival microflora in pregnancy, 
Korman & Loesche (1980) reported a significant increase in the percentage and total 
colony forming units of P. intermedia only during the second trimester, with a reduction 
during the third trimester and after delivery. If bacterial growth were mainly dependent 
on sex hormones, P. intermedia levels would show a greater increase and not a decrease 
during the third trimester (Mariotti et al. 1994). Jensen et al. (1981) found a 55-fold 
increase in pregnant women and a 16-fold increase in women taking oral contraceptives, 
although their analysis was limited to black-pigmented and Fusobacterium species in a 
cross-sectional study. Raber-Durlacher et al. (1994) performed a 14-day experimental 
gingivitis study after an intensive oral hygiene program in the 25th week of pregnancy 
and repeated the model after delivery. In the pregnancy, the mean percentage of P. 
intermedia increased during experimental gingivitis (from 1.1% to 10%), but no such 
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increase was observed postpartum. The same study detected no P. gingivalis, although 
plaque accumulation was only for 14 days and started after an intensive plaque control 
regimen, impeding colonization by P. gingivalis. Muramatsu et al. (1994) also found a 
significant increase in P. intermedia during the second and third trimester in a Japanese 
population.  
A cross-sectional study (Jonsson 1988) found no significant differences in the 
total counts and percentage of P. intermedia between pregnant and non-pregnant 
women or any correlation with the progression of the pregnancy, but microbiological 
samples were only taken from seven patients in the second and third trimesters. 
Adriaens et al. (2008) reported a significant decrease of P. intermedia levels between 
weeks 12 and 36 using a pairwise comparison, but an overgrowth of this pathogen was 
not stated. Gürsoy et al. (2009) observed a transiently twice increase of P. intermedia 
sensu lato proportions during the second term, but differences were again not 
significant. On the other hand, this group corroborated our results of the significant 
overgrowth after delivery.  
With regard to other sex-steroid gingivitis conditions, an increase in P. 
intermedia has also been described with the use of high-dose oral contraceptives 
(Klinger et al. 1998) and with the onset of puberty (Nakagawa et al. 2004). Van Öosten 
et al. (1988) found an increase in black-pigmented Bacteroides and spirochaetes in 
prepubertal children. However, other authors found no differences (Gusberti, 1990).  
 
Gingival inflammation in patients harbouring periodontal pathogens  
 A remarkable finding of the present study was the significantly greater gingival 
inflammation in the women who were positive for certain pathogens, suggesting that 
severe signs of gingival inflammation may develop in pregnant women who harbour 
specific pathogens (above culture threshold). P. gingivalis was associated with a 
significant increase in GI that was independent of the amount of plaque, whereas the 
increased inflammation observed in P. Intermedia-positive women was concomitant 
with an increase in plaque levels. These results may explain, at least in part, why only 
some pregnant women develop more severe forms of gingivitis unrelated to the amount 
of plaque, due to the presence of certain periodontal pathogens, especially P. gingivalis. 
P. gingivalis and P. nigrescens, as well as F. nucleatum and T. forsythia  have already 
been associated to bleeding on probing (Adriaens et al. 2009, Gürsoy et al. 2009)  
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The increase in P. gingivalis levels was correlated with a concomitant rise in the 
gingival index from the first to the second trimester, which strengths the hypothesis that 
this pathogen plays a role in exacerbating inflammation. P. intermedia was also 
positively correlated with sex steroid hormones, in agreement with other reports 
(Kornman & Loesche 1980, Muramatsu et al. 1994, Nakagawa et al. 1994). Yokoyama 
et al. (2008) reported a correlation between estradiol concentration and C. rectus levels 
that was not corroborated in our study, considering that the periodontopathogenic 




Within the limitations of the present study, it can be concluded that pregnant 
women tended to present a more pathogenic bacterial profile compared to post-partum, 
what was concomitant with the worsening of clinical parameters. A more severe 
gingival inflammation was observed in pregnant women who harbour certain 
periodontal pathogens above the culture threshold from pregnancy onset, suggesting 
that the exacerbation of pregnancy gingivitis observed in some women may be, at least 
in part, related to a more pathogenic microbiological profile; however, more studies are 
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Figure 1. Research outline. Pregnant patients made four visits and the non-pregnant 
group two visits, corresponding in time to the first and third trimesters of pregnancy. 
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Total bacterial counts (in CFU). 
 Pregnant group 












5.32 x 105 
8.07 x 105 
 
5.28 x 105 
8.30 x 105 
 
5.03 x 105 
8.32 x 105 
 
5.02 x 105 
9.50 x 105 
 
 Non-pregnant group 
 Baseline 
(n=20) 






4.96 x 105 
8.45 x 105 
 4.63 x 105 
8.69 x 105 
 
 
Table 1. Total bacterial counts expressed in total colony forming units (CFU) in 
pregnant and non-pregnant women. Intragroup comparison (Friedman´s test with 
Bonferroni corrections). *p<0.05. 
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Frequency of detection of periodontal pathogens (percentage /absolute number) 
 Pregnant group 


















14.29 % (6) 
35.71 % (15) 
61.90 % (26) 
9.52 %   (4) 
50.00 % (21) 
11.90 % (5) 
97.62 % (41) 
 
9.52 %   (4) 
40.48 % (17) 
66.67 % (28) 
2.38  %  (1) 
42.86 % (18) 
14.29 % (6) 
92.86 % (39) 
 
21.43 % (9) 
38.10 % (16) 
47.62 % (20) 
7.14 % (3) 
47.62 % (20) 
14.29 % (6) 
88.10 % (37) 
 
7.69 % (2)* 
26.92 % (7) 
57.69 % (15) 
7.69 % (2) 
38.46 % (10) 
7.69 % (2) 
80.77 % (21) 
 Non-pregnant group 
 Baseline 
(n=20) 











  0.00 % (0) 
10.00 % (2) 
30.00* % (6) 
 5. 00  % (1) 
30.00  % (6) 
10.00  % (2) 
95.00  % (19) 
   0.00 % (0) 
 5.00 % (1) 
40.00 % (8) 
  0.00  % (0) 
30.00  % (6) 
20.00  % (4) 
85.00  % (17) 
 
Table 2. Frequency of detection of periodontal pathogens (percentage /absolute number 
related to group). * = p<0.05 in intragroup comparisons. 
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   Relative proportions (%) of pathogens during pregnancy 
Table 3. Longitudinal evaluation of the periodontal pathogens during pregnancy and at 
3 months postpartum (intra-group comparison). Friedman´s test with Bonferroni 
corrections. * = p<0.05; ** = p<0.01. 
Bacterial species 
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p value                         
(Bonferroni correction) 
 
1st trimester 2nd trimester 3rd trimester 
 1st vs 2nd 
trimester 
2rd vs 3rd 
trimester 
Aa 2.24 (3.54) 10.80(19.18) 5.69** (8.03) < 0.01 NS 0.01 
P.gingivalis 14.94 (16.05) 11.25 (10.80) 20.07 (22.43) NS NS NS 
P.intermedia 3.99 (6.18) 5.47 (10.98) 5.43 (14.01) NS NS NS 
T.forsythia 4.84 (5.96) 0.26 (0.00) 5.77 (3.17) NS NS NS 
P. micra 4.88 (9.81) 6.18 (9.30) 4.55 *(6.32) <0.05 NS <0.05 
C. rectus 0.65 (0.66) 1.29 (1.58) 1.04 (1.51) NS NS NS 
F. nucleatum 5.63 (7.56) 6.36 (5.13) 6.28 (7.28) NS NS NS 
 
Table 4. Proportion in positive samples of periodontal pathogens during pregnancy. 
Intragroup comparison (Friedman´s test with Bonferroni corrections). * = p<0.05; ** = 
p<0.01. 
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Gingival inflammation in patients harbouring P. gingivalis - mean (SD) 
 1st trimester 2nd trimester 3rd trimester Postpartum  
P. gingivalis + 0.78 (0.34) 0.74 (0.27) 0.75 (0.25) 0.79 (0.24) PlI 
P.gingivalis – 0.67 (0.38) 0.60 (0.36) 0.61 (0.32) 0.69 (0.30) 
P.gingivalis + 1.10 (0.41) 1.34** (0.34) 1.35** (0.34) 0.90 (0.29) GI 
P.gingivalis – 0.94 (0.44) 0.98 (0.45) 0.98 (0.46) 0.99 (0.40) 
 
Table 5. Levels of plaque index (PlI) and gingival index (GI) according to the presence 
(positive patients (+))/absence (negative patients (-)) of Porphyromonas gingivalis 
during pregnancy (intra-group comparison). * = p<0.05; ** = p<0.01. 
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Gingival inflammation in patients harbouring P. intermedia - mean (SD) 
 1st trimester 2nd trimester 3rd trimester Postpartum  
P.intermedia + 0.76 (0.41) 0.77* (0.34) 0.72 (0.33) 0.76 (0.30) PlI 
P.intermedia – 0.67 (0.38) 0.47 (0.21) 0.62 (0.26) 0.66 (0.26) 
P.intermedia + 1.05 (0.44) 1.26* (0.42) 1.26 (0.47) 0.91 (0.44) GI 
P.intermedia – 0.92 (0.42) 0.94 (0.42) 1.01 (0.40) 1.04 (0.27) 
 
Table 6. Levels of plaque index (PlI) and gingival index (GI) according to the presence 
(positive patients (+))/absence (negative patients (-)) of P. intermedia throughout 
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